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 Os moluscos apresentam importante papel ecológico e econômico. A 
maior parte da produção nacional é dos bivalves Perna perna e Crassostrea 
gigas. Os quais estão sujeitos à predação do gastrópodo Stramonita 
brasiliensis. Estes animais estão sujeitos a variações ambientais. O objetivo 
deste trabalho foi avaliar as respostas comportamentais e fisiológicas dos 
moluscos diante de variações de fatores abióticos. No capítulo 1 foram 
caracterizadas as respostas fisiológicas de P. perna e C. gigas diante de 
combinações de salinidade (0, 35, 45 ups) temperatura (10, 20, 30 C) e pH 
(6,5, 8, 9). Após 6 horas de exposição, foi retirada a hemolinfa para dosagens 
osmo-iônicas, e tecidos para determinação do teor hídrico tecidual. Também se 
realizaram experimentos in vitro com fragmentos musculares para determinar a 
capacidade de regulação de hidratação tecidual. Os resultados mostraram que 
C. gigas pode se isolar melhor do ambiente na temperatura de 10ºC e que P. 
perna tolera maior variação de salinidade, especialmente salinidade 45 ups. No 
capítulo 2 foram avaliadas as respostas de S. brasiliensis frente a variação de 
salinidade em experimentos in vivo e in vitro. Os resultados mostraram que o 
caramujo é extremamente resistente a variações de salinidade, principalmente 
em condições hiperosmóticas. No capítulo 3 foi utilizado um sistema que expôs 
os animais a mudanças graduais de salinidade, o qual permitiu a observação 
das respostas comportamentais. Os resultados dos bivalves mostraram que P. 
perna permanece com as valvas abertas em salinidades maiores do que C. 
gigas, de acordo com os resultados do capítulo 1. Para o gastrópodo S. 
brasiliensis constatou-se uma ampla tolerância a condições experimentais, 
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resultados compatíveis com o capítulo 2. Baseado nos três capítulos pode-se 
concluir que o mexilhão P. perna permanece com as valvas abertas e permite a 
maior variação da concentração de seus fluidos por apresentar uma melhor 
capacidade de manutenção do teor de hidratação de seus tecidos, indicando 
maior plasticidade fisiológica do que C. gigas nas condições testadas. Por sua 
vez a ostra C. gigas isola-se melhor do ambiente, principalmente na 
temperatura de 10°C, o que condiz com sua área de distribuição natural. S. 
brasiliensis apresenta ampla tolerância a variação de salinidade e mostrou-se 
um excelente modelo para estudos fisiológicos de osmorregulação de 















The mollusks have important ecological and economic role. The majority 
of domestic production is the bivalves Perna perna and Crassostrea gigas, 
which are subject to predation of the gastropod Stramonita brasiliensis. These 
animals are subject to environmental variations. The aim of this study was to 
evaluate the behavioral and physiological responses of the mollusks face of 
changes in abiotic factors. In chapter 1 we characterized the physiological 
responses of P. perna and C. gigas on salinity (0, 35, 45 ups), temperature (10, 
20, 30 C), and pH (6.5, 8, 9) combinations. After 6 hours of exposure, 
hemolymph was withdrawn for osmo-ionic determination, and tissues to 
determine the tissue water content. We also performed in vitro experiments with 
muscle fragments, to determine the ability of regulating tissue hydration. The 
results showed that C. gigas can better isolate the environment temperature of 
10 º C and P. perna tolerate greater variation in salinity, especially salinity 45 
ups. In chapter 2 we evaluated the responses of S. brasiliensis against salinity 
fluctuations in experiments in vivo and in vitro. The results showed that the snail 
is extremely resistant to salinity variations, especially in hyperosmotic 
conditions. In chapter 3 we used a system in that animals were exposed to 
gradual changes in salinity, which allowed the observation of behavioral 
responses. The results showed that the bivalves P. perna valves remains open 
in higher salinities than C. gigas, according to the results of chapter 1. For the 
gastropod S. brasiliensis, was found a wide tolerance to experimental 
conditions, results consistent with chapter 2. Based on the three chapters, can 
be concluded that the mussel P. perna remains with the valves open and allows 
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greater variation in the concentration of its fluids. It occurs probably because of 
the ability to maintain the tissues hydration, indicating a greater physiological 
plasticity than C. gigas under the conditions tested. The oyster C. gigas 
insulates better from the environment, especially in the temperature of 10 ° C, 
which is consistent with their natural range distribution. S. brasiliensis show 
wide tolerance face to salinity variations and displayed to be an excellent model 
























A demanda mundial por alimentos tem crescido gradativamente, e o papel 
da aquicultura vem se destacando com o aumento de sua produção que 
atualmente fornece cerca de 50% do total de alimentos de origem aquática 
(FAO, 2011; Shumway, 2011). O crescimento da importância da aquicultura 
ocorre em função da queda na produção extrativista de organismos aquáticos e 
no aprimoramento tecnológico e na ampliação das áreas de cultivo (Gosling, 
2003; Sofia, 2012). Os moluscos são o segundo maior grupo de animais 
cultivados mundialmente e representam parte significativa no fornecimento de 
proteína animal para a população humana. Dentre os moluscos, os bivalves 
apresentam a maior produção (Borghetti et al., 2003; Sofia, 2012). No Brasil a 
aquicultura segue a tendência mundial de aumento produção, tendo os 
moluscos bivalves como principais culturas (Boscardin, 2008). Os bivalves são 
moluscos geralmente sésseis e filtradores, tem os seus tecidos moles (manto, 
vísceras e brânquias) protegidos por duas conchas ou valvas articuladas, 
unidas por um ligamento elástico e mantidas fechadas por ação muscular. As 
conchas protegem os animais e podem retardar os efeitos de alterações 
ambientais além de dificultar e até mesmo impedir a ação de predadores 







As duas conchas são características conspícuas e específicas dos 
bivalves, que podem isolá-los de perturbações externas. Entretanto apesar da 
proteção fornecida por estas estruturas, alguns predadores têm a capacidade 
de abri-las, perfurá-las e até engolir os bivalves inteiros (Loh & Todd, 2011; 
Belz et al., 2012; Chiba & Sato, 2013). A predação de bivalves por gastrópodos 
do gênero Stramonita está diretamente relacionada com o tamanho dos 
animais, tanto da presa, quanto do predador (Brown & Richardson, 1988). A 
ostra Pinctada imbricata tem grande interesse comercial, por ser uma das 
espécies de bivalves perlíferos. Porém, mesmo que estes animais sejam 
cultivados em estruturas fechadas, sofrem a ação de gastrópodes predadores 
da espécie Linatella caudata que ainda na fase larval podem chegar às gaiolas 
onde encontram-se os bivalves (Malavé et al., 2012). De modo similar, a ostra 
perlífera P. furcata sofre predação das espécies de caramujo Cymatium 
cingulatum e Murex virgineus (Chellan et al., 1983). Embora atualmente tais 
animais estejam relacionados aos cultivos, não pode ser perdida a noção de 
que anteriormente predadores e presas ocupavam ambientes naturais. Logo, a 
sobrevivência de gastrópodos e bivalves estava diretamente relacionada às 
respostas adaptativas a estresses ambientais (Futuyama, 1998; Glor, 2010). 
Comportamento 
 
Alterações comportamentais são algumas das primeiras respostas dos 
animais a agentes estressores como: predadores e variações do meio (Schreck 
et al., 1997, Anestis et al., 2007). Em gastrópodos e bivalves a presença de 
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conchas únicas ou duplas permite uma resposta diferenciada a alterações 
ambientais. Suas conchas podem isolá-los temporariamente do ambiente 
externo (McAlister & Fisher, 1968). Muitas vezes respostas comportamentais 
são suficientes para evitar danos causados por estresses ambientais, fazendo 
com que os animais economizem a energia que seria gasta na ativação de 
respostas fisiológicas mais elaboradas (Feder & Hofmann, 1999). Como ocorre 
com o bivalve Mytilus galloprovincialis que altera o padrão de movimentação 
das conchas diante de variações da temperatura da água (Anestis et al., 2007). 
Os gastrópodes Siphonaria pectinata expostos a variações osmóticas do meio 
contraem-se e aderem fortemente ao substrato o que reduz a área de contato 
com a água e minimiza a diluição de sua hemolinfa (McAlister & Fisher, 1968). 
Os caramujos Nerita scabricosta para se proteger de predadores reúnem-se 
em locais pouco acessíveis no costão rochoso, o que dificulta a ação de 
predadores (Garrity & Levings, 1981). Diante de alterações no meio, o 
comportamento dos animais é um importante indicativo a ser considerado, e, 
se for adequadamente avaliado pode fornecer informações relevantes da 




Quando mudanças comportamentais não são suficientes para responder 
a estresses ambientais, os organismos podem recorrer a respostas fisiológicas 
para sua condição interna se ajustar a uma conformação mais adequada em 
face às exigências temporárias do meio. Porém normalmente os organismos 
apresentam respostas fisiológicas relacionadas com as características do meio 
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onde vivem (Schmidt-Nielsen, 2002; Willmer et al., 2005). Em ambientes com 
concentração osmótica estável como os oceanos, é possível que os 
organismos apresentem padrões osmorregulatórios vinculados a esta 
estabilidade na concentração do meio. A maioria dos invertebrados marinhos 
apresenta uma condição isosmótica (~1050 mOsm/kg H2O) em relação à água 
do mar, isto é, a concentração osmótica total dos componentes de seus fluidos 
internos equivale à concentração osmótica de solutos da água circundante. 
Esta condição é possível porque as águas dos oceanos mantém a 
concentração osmótica estável, encontrada normalmente em torno de 35‰. 
(~3,5% de sal). Os principais constituintes do fluido extracelular são sódio e 
cloreto, além de valores consideráveis de magnésio, sulfato e cálcio (Prosser, 
1973; Schmidt-Nielsen, 2002; Whittamore, 2012). Embora marinhos, os 
ambientes costeiros estão sujeitos a oscilações de salinidade, que podem ser 
causadas por variações da pluviosidade ou das correntes marinhas diluídas 
(Silveira Jr. et al., 2008; Resgalla Jr. 2011). À medida que animais isosmóticos 
com o meio marinho são expostos a um ambiente mais diluído, eles enfrentam 
dois problemas: primeiro, a água do meio externo tende a entrar passivamente 
em seu organismo, onde a concentração de solutos é superior; segundo, os 
solutos de seus fluidos tendem a sair, também em função deste gradiente de 
concentração (Péqueux, 1995; Schmidt-Nielsen, 2002; Freire et al., 2008a,b). 
Os bivalves que ocupam ambientes costeiros contam com suas conchas, que 
os protegem, por certo tempo, das variações de salinidade em relação à água 
do mar “normal”. Contudo, se não possuíssem mecanismos fisiológicos que 
possibilitam a tolerância a estas alterações, a ocorrência destes animais em 
ambientes costeiros seria inviável (Pierce & Greenberg, 1973; Pierce, 1982; 
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Yaroslavtseva & Sergeeva, 2009). Em resposta à diminuição de salinidade, a 
ostra Ostrea chilensis isola sua prole no interior da câmara palial controlando 
por certo tempo as condições no interior da cavidade (Chaparro et al., 2009). 
Para manter seus mecanismos fisiológicos operando de maneira adequada, 
mesmo em ambientes sujeitos a mudanças do meio, os animais devem manter 
a homeostasia de seus organismos. 
Osmorregulação 
 
O controle da osmorregulação é indispensável para a manutenção da 
homeostasia osmo-iônica dos organismos, que pode apresentar vários 
mecanismos, como regulação de volume celular possibilitado pela variação no 
fluxo iônico através da membrana celular e pela mobilização de osmólitos 
orgânicos (Pierce, 1982; Freire et al., 1995; Deaton, 2008; Whittamore, 2012). 
A manutenção de níveis estáveis na concentração osmótica dos fluidos 
internos deve ser assegurada, e grandes oscilações nestes valores podem ser 
incompatíveis com a vida (Péqueux, 1995; Charmantier, 1998; Schmidt-
Nielsen, 2002; Freire et al., 2008a,b). Em ambientes aquáticos variáveis os 
animais podem ser expostos a oscilações nos valores de salinidade, 
temperatura, pH, etc. Mesmo frente a esse dinamismo ambiental estes 
organismos devem manter estáveis seus fluidos corpóreos (Robertson, 1960; 
Augusto et al., 2007; Preston, 2008). Animais de água doce têm 
necessariamente seus fluidos mais concentrados que o meio, e a significativa 
diferença na pressão osmótica entre seu meio interno e a água externa gera 
enorme tendência de entrada de água e de saída de solutos de seu meio 
interno (Deaton, 1981; Medler et al., 1999; Symanowski & Hildebrandt, 2010). 
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De modo oposto, peixes ósseos marinhos que são hiporreguladores osmo-
iônicos apresentam concentração osmótica de seus fluidos menor que a 
encontrada na água circundante tende a perder água para o meio e ganhar 
solutos (Willmer et al., 2005; Freire et al., 2008a; Whittamore, 2012).  
A maioria dos invertebrados marinhos é osmoconformadora, isto é, 
mantêm as concentrações de seus fluidos corpóreos equivalentes às variações 
no meio. Estes animais conservam seus fluidos isosmóticos à água do mar, e 
não precisam gastar energia para manter suas concentrações diferentes do 
ambiente (Péqueux & Gilles, 1981; Deaton, 2008; Hill et al., 2008). Isto não 
significa que estes animais apresentem as mesmas proporções dos solutos 
dissolvidos encontrada na água do mar. Pelo contrário, normalmente são 
encontradas diferenças entre as concentrações de íons, aminoácidos e outras 
partículas osmoticamente ativas entre os fluidos internos (hemolinfa, fluido 
celômico) e o ambiente circundante (Charmantier, 1998; Jordan & Deaton, 
1999; Medler et al., 1999). Os animais de água doce enfrentam problemas 
opostos. Todos são forçosamente osmorreguladores fortes ou fracos e não 
podem igualar seus fluidos com o ambiente. Alguns reguladores fracos como 
bivalves de água doce possuem concentrações de seus fluidos muito baixas, o 
que diminui o gasto energético para conservar seus gradientes osmóticos, e 
diminui a necessidade de tomada ativa de íons do ambiente com gasto de 
energia metabólica (Robertson, 1960; Jordan & Deaton, 1999; Schmidt-Nielsen, 
2002).   
Os bivalves marinhos e outros invertebrados tipicamente 
osmoconformadores, diante de mudanças na concentração osmótica/salina do 
meio podem ativar os mecanismos de Regulação Isosmótica Intracelular (RII), 
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que controla o volume e a concentração osmótica celular, através da 
mobilização de solutos orgânicos (amino ácidos) ou inorgânicos (íons), que são 
acompanhados pelo fluxo de água, buscando manter adequado o volume 
celular (Deaton et al., 1985; McNamara et al., 2004). Estudos com moluscos 
comprovam que estes animais utilizam aminoácidos para regular seu volume 
celular, caso dos bivalves M. galloprovincialis (De Vooys & Geenevasen, 2002) 
e Macoma balthica (Kube et al., 2006). Os gastrópodes Melampus bidentatus, 
também se utilizam desta estratégia para manter suas células isosmóticas ao 
meio (Khan et al., 1999). Alguns moluscos expostos a estresse hiperosmótico, 
isto é, a osmolalidade do meio maior do que a de seus fluidos internos podem 
degradar proteínas em aminoácidos (osmólitos orgânicos intracelulares), os 
quais são osmoticamente e provocam influxo de água e a estabilização de seu 
volume (Khan et al., 1999; Deaton, 2001). O bivalve estuarino Polymesoda 
expansa, degrada proteínas e libera aminoácidos no meio intracelular quando 
exposto a choques hiperosmóticos, em maiores quantidades do que quando 
são expostos ao ar. Durante este período o bivalve permanece com as conchas 
fechadas, o que caracteriza uma dificuldade maior em enfrentar um meio 
hiperosmótico do que o ambiente aéreo. Quando expostos ao ar os animais 
liberam glutamina, um agente neutralizante da amônia (Hiong et al., 2004). A 
exposição a ambientes anóxicos traz várias consequências, como o acúmulo 
de vários subprodutos metabólicos. Estes produtos podem ser utilizados 
quando o gastrópode Patella caerulea é exposto também á dessecação, pois 
eles participam de vias metabólicas que minimizam os efeitos de ambientes 
desidratantes (Santini et al., 2001). Tanto animais osmoconformadores quanto 
animais osmorreguladores devem manter estáveis às concentrações osmóticas 
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de seus líquidos extracelulares. Pois alterações deste meio trazem variações 
no volume celular, o pode prejudicar, ou, em eventos extremos, causar a perda 
da função celular. Para se ajustar a eventos com variações de salinidade as 
células dispõem de mecanismos (RVD e RVI) que tentam manter o volume da 
celular dentro de conformações adequadas a seu funcionamento. A 
possibilidade de fechar a concha dá a estes animais a capacidade de controlar 
comportamentalmente a estabilidade da concentração de seus fluidos internos. 
Espécies 
 
O conjunto de características fisiológicas influencia no tipo de 
habitat/micro-habitat que cada espécie pode ocupar no ambiente. Assim como 
determina o grau de plasticidade fisiológica. Estas características acabam por 
influenciar os processos de desenvolvimento, crescimento e reprodução dos 
organismos (Willmer et al., 2005; Hill et al., 2008). Tais características são 
decisivas, por exemplo, na escolha de certos grupos de animais a serem 
cultivados. Buscando espécies resistentes e de crescimento rápido, a 
aquicultura no Brasil chegou a duas espécies de bivalves que se adaptam bem 
a diversas áreas de cultivo. No país o estado de Santa Catarina é responsável 
por cerca de 95% da produção nacional de moluscos, atingindo no ano de 2011 
a marca de 18.253t (Marenzi & Branco, 2005; Epagri, 2011). No estado 
catarinense apenas moluscos bivalves são cultivados comercialmente, sendo 
que do total produzido quase 90% são do mexilhão P. perna e pouco menos de 
10% da ostra Crassostrea gigas (Epagri, 2011).  
O bivalve P. perna pertence à família Mytilidae, que apresentam conchas 
equivalentes, alongadas e cuneiformes, mais finas na extremidade do 
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ligamento interno, que podem ser lisas ou ter pequenos “dentes”. O músculo 
adutor é pequeno ou ausente. Perióstraco marrom escuro, com projeções 
semelhantes a pelos e interior da concha nacarado. Manto aberto, dois pares 
de brânquias e pé reduzido. Para fixação e locomoção a maioria utiliza o bisso, 
que é composto principalmente por biopolímeros, proteínas e água (Rios, 1994; 
Gosling, 2003; Torres et al., 2012).  
A ostra C. gigas é o segundo molusco mais cultivado no país, mas em 
nível mundial é a espécie mais explorada: pertence à família Ostreidae e tem 
como características grandes conchas inequivalentes (até 170mm). A valva 
direita é menor e plana, a valva esquerda é maior e côncava. As conchas 
possuem contorno e formato irregular, uma das valvas é cimentada ao 
substrato, a partir deste ponto inicia-se o crescimento do animal. Concha 
foliácea composta de material calcítico, com articulação sem “dentes”, 
normalmente apresentam cor clara, mas podem ter tons púrpura ou marrom. 
Não portam fibras do bisso, pé e sifão. Apresentam apenas um grande músculo 
adutor e uma linha palial inteira (Rios, 1994; Gosling, 2003). 
Mesmo pertencendo a classes diferentes de moluscos, bivalves e 
gastrópodos estão diretamente relacionados no contexto da aquicultura. Alguns 
empreendimentos espalhados pelo mundo fazem destes animais foco de seus 
esforços. Gastrópodos abalones são cultivados em diversos países como fonte 
de carne (Oakes & Pontes, 1996; Flores-Aguilar et al., 2007) ou como espécie 
ornamental para aquarismo, além da utilização das suas conchas como 
souvenir  (Venkatesan, 2010). Outros caramujos têm passado por processos 
que avaliam seu potencial como espécie cultivável, tal como ocorre com 
Bolinus brandaris na costa portuguesa (Vasconcelos et al., 2011). Em 
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comunidades litorâneas brasileiras, algumas pessoas alimentam-se do 
gastrópodo Stramonita brasiliensis1 (Claremont & Reid, 2011) e estudos foram 
conduzidos para verificar se o cultivo da espécie apresenta viabilidade 
econômica (Manzoni e Lacava, 1998). Mesmo que possa ser desenvolvido no 
futuro o cultivo da espécie S. brasiliensis, atualmente a relação mais estreita da 
espécie com a malacocultura é ocupando o papel de um dos predadores mais 
efetivos dos bivalves cultivados (Manzoni e Lacava, 1998). Assim como ocorre 
no Brasil, os caracóis do gênero Stramonita no México são importantes 
predadores em diversas áreas de cultivos de bivalves, causando impactos 
econômicos significativos (Brown & Richardson, 1988). A relevância da 
predação do gênero Stramonita é tão difundida, que em inglês estes animais 
recebem o nome popular de oyster drill ou broca de ostra (Watanabe & Young, 
2006; Lahbib et al., 2011). Esta situação também pode ocorrer em áreas de 
 
Figura 1. Estruturas utilizadas no cultivo de bivalves, (A) telas tubulares de tecido para criação 
de mexilhões, chamadas cordas; (B) estruturas teladas para criação de ostras, chamadas de 
lanternas. 
  
                                            
1
 A espécie Stramonita brasiliensis foi descrita por Claremont e Reid em 2011, no trabalho 
Claremont et al., 2011. Anteriormente a espécie fazia parte do complexo de espécies 




cultivo do mexilhão P. perna que é cultivado aderido a parte externa de redes 
tubulares chamadas cordas (Fig. 1A), ficando exposto à predação por 
indivíduos da coluna d’água. Assim como as ostras C. gigas, que são 
cultivados no interior de estruturas fechadas chamadas lanternas (Fig. 1B), 
estão sujeitas ao assentamento de larvas de predadores, os quais durante seu 
desenvolvimento podem se alimentar das espécies cultivadas. O gastrópodo S. 
brasiliensis é um dos mais importantes predadores nos cultivos catarinenses 
(Manzoni & Lacava, 1998; Leite, 2007). 
Diversos aspectos relacionados aos moluscos nos chamam a atenção, 
como: as relações que se estabelecem entre estes animais e os demais 
organismos e com o ambiente; suas respostas comportamentais; sua utilização 
como recurso alimentar por diversas culturas. Estes fatores destacam os 
aspectos econômicos e ambientais relacionados aos moluscos. O 
conhecimento sobre as respostas comportamentais e os processos fisiológicos 
destes animais pode contribuir com a melhor condução de políticas e atitudes 
voltadas à exploração e conservação deste importante grupo.  
O objetivo deste trabalho é caracterizar as respostas comportamentais e 
fisiológicas dos bivalves P. perna e C. gigas e do gastrópodo S. brasiliensis 
diante da variação de fatores ambientais. Embora estas espécies pertençam ao 
filo Mollusca acredita-se que diante de mudanças em fatores ambientais as 
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CAPÍTULO 1: Caracterização da capacidade osmorregulatória dos 
bivalves mais utilizados na malacocultura brasileira Perna perna  




  A aquicultura é uma das fontes para a crescente demanda mundial por 
alimentos. Dentre as espécies cultivadas, os moluscos merecem destaque pelo 
aumento progressivo da sua produção (no Brasil, o estado de Santa Catarina é 
responsável pela maior parte da produção de moluscos bivalves). Os bivalves 
Perna perna e Crassostrea gigas dominam as áreas de cultivo. Neste trabalho 
avaliou-se o desempenho das espécies, através de experimentos in vivo, frente 
a combinações de três dos fatores abióticos mais relevantes para o 
desenvolvimento dos animais: salinidade [0, 35 (controle) e 45] (n=6), 
temperatura [10, 20 (controle) e 30°C] e pH [6,5, 8 (controle) e 9]. Após os 
experimentos in vivo foram coletadas amostras de água do aquário, da 
cavidade do manto e hemolinfa para dosagens osmo-iônicas, e tecidos para 
determinação de teor hídrico (TH). Também foram realizados experimentos in 
vitro nos quais foi mensurada a capacidade de manutenção da hidratação 
tecidual dos bivalves diante de desafios hipo e hiperosmóticos com variação de 
±30 e 50% (relacionados ao controle isosmótico à hemolinfa). Foram utilizados 
fragmentos do músculo adutor (choque de 30%) e do manto (choques de 30 e 
50%). Os resultados dos experimentos in vivo demonstraram que as variações 
de pH provocaram alterações na concentração osmo-iônica da hemolinfa de 
ambas as espécies somente nas condições em que foram combinados os mais 
altos valores de salinidade e pH (salinidade 45 e pH 9). Na salinidade 0, os 
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moluscos permaneceram com as conchas fechadas e mantiveram a 
concentração da hemolinfa semelhante ao que é encontrado na salinidade 
controle. Na salinidade 45 a concentração dos fluidos aumentou 
acompanhando a concentração do meio, tendo sido observada bastante 
secreção de muco. As diferenças interespecíficas no TH tecidual ocorreram 
principalmente em função de um erro metodológico, pois foram avaliados dois 
tecidos diferentes. A estabilidade da osmolalidade na hemolinfa de C. gigas na 
temperatura de 10°C mostra que a espécie lida melhor com baixas 
temperaturas, porém nas demais condições as duas espécies apresentaram o 
mesmo padrão de resposta. Nos experimentos in vitro, que avaliaram a 
variação de volume tecidual, ambas as espécies mostraram queda de peso, 
mas C. gigas apresentou maior variação com relação ao controle do que P. 
perna. De modo geral as espécies apresentaram padrão semelhante de 
resposta às condições experimentais in vivo, o que pode ser explicado pelas 
valvas que protegem os animais, retardando o efeito dos experimentos. Pode-














Aquaculture is one of the sources for the growing global demand for 
food. Among the cultivated species, molluscs are remarkable by the progressive 
increase of its production. In Brazil, the Santa Catarina state is responsible for 
most of the production of bivalve molluscs. The bivalves Perna perna and 
Crassostrea gigas dominate growing areas. This work aimed to evaluate the 
performance of these species (n=6), through experiments in vivo, face to the 
combination of three of the most relevant abiotic factors to the development of 
animals: salinity [0, 35 (control), and 45], temperature [10, 20 (control), and 30 ° 
C], and pH [6.5, 8 (control), 9]. After in vivo experiments, samples of aquarium 
water, mantle cavity fluid, and hemolymph was collected for osmo-ionic 
concentrations dosages, and tissues for determination of water content (TH). 
We also performed in vitro experiments, in which we measured bivalves ability 
to maintain tissue hydration facing hypo -and hyperosmotic challenges ranging 
of ± 30 and 50% (related to the control isosmotic to the hemolymph). Adductor 
muscle (shock 30%) and mantle (30 shocks and 50%) fragments were used for 
this. The results of in vivo experiments demonstrated that variations in pH 
caused changes in osmo-ionic concentration of the hemolymph of both species 
only in conditions in which were combined the highest salinity and pH values 
(45 salinity and pH 9). Molluscs, under 0 Salinity, remained with the shells 
closed, and kept the hemolymph concentration similar to that found in the 
control salinity. In the 45 salinity, the fluid concentration increased, following the 
medium variation, and it was observed quite mucus secretion. The interspecific 
differences in TH tissue occurred mainly due to a methodological error, as were 
evaluated two different tissues. The stability of the hemolymph osmolality of C. 
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gigas at 10 ° C shows that the species best deals with low temperatures, but in 
other conditions the two species showed the same response pattern. In in vitro 
experiments, we evaluated the variation of tissue volume, and both species 
showed a decrease in weight, but C. gigas showed greater variation with 
respect to control than P. perna. Generally, the species showed a similar 
pattern of response under in vivo experimental conditions, which can be 
explained by valves which protect the animals, delaying the experiments 


















A demanda da população mundial por alimentos cresce constantemente, 
e a aquicultura vem crescendo expressivamente para fornecer alimentos que 
ajudam a minimizar este problema (Dumbauld et al., 2009; Shumway, 2011). O 
Brasil segue essa tendência, e vem aumentando significativamente sua 
produção aquícola (Boscardin, 2008). O maior risco relacionado à atividade 
aquícola é o “escape” de indivíduos para o ambiente, pois a maior parte da 
produção nacional consiste de espécies exóticas (Orsi & Agostinho, 1999; 
Borghetti et al., 2003; Castilho et al., 2008). Embora o cultivo de espécies 
exóticas ofereça muitos riscos ambientais, estão sendo desenvolvidas técnicas 
visando ampliar a produção e minimizar os efeitos ao meio, como: o cultivo em 
mar aberto (Pogoda et al., 2011) e o melhoramento genético (Ward et al., 
2000). A hibridização em laboratório visa aumento da velocidade de 
crescimento, melhorando o sistema imune e diminuindo os riscos de 
contaminação ambiental (Allen et al., 1993; Matsumoto et al., 2006; Zhang et 
al., 2012).  
No Brasil a malacocultura (cultivo de moluscos) também apresenta 
crescimento na produção. Principalmente no estado de Santa Catarina, com 
95% da produção nacional (Marenzi & Branco, 2005; Epagri, 2013). O mexilhão 
P. perna (Fig. 1.1A) em 2011 foi responsável por quase 90% da produção local 
(Santos et al., 2011; Epagri, 2013). Existem dúvidas da origem da espécie P. 
perna, se exótico (Souza et al., 2004; 2010; Fernandes et al., 2008) ou nativo 
(Rios, 1994; Agudo-Padrón, 2011a,b; Callapez et al., 2012). No ambiente o 
mexilhão P. perna é um engenheiro de ecossistemas, pois os aglomerados de 
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indivíduos da espécie expandem tridimensionalmente o ambiente e abrigam 
diversos organismos e servir como substrato para outros (Cuddington & 
Hastings, 2004). Contudo, o desenvolvimento da comunidade epibionte 
prejudica o crescimento do mexilhão (Metri et al. , 2002; Sá et al., 2007). 
Embora a literatura contemple vários aspectos da fisiologia da espécie (Abessa 
et al., 2005; Resgalla et al., 2006; 2010; Resgalla & Brasil, 2011). As 
informações sobre suas respostas osmorregulatórias não são muito amplas, o 
que aumenta a relevância da condução de trabalhos com este escopo (Stucchi-
Zucchi & Salomão, 1992, 1998; Ferreira & Salomão, 2000). Grande parte dos 
estudos sobre a espécie são relacionados com toxicologia (Bainy et al., 2000; 
Pessatti et al., 2002; Dafre et al., 2004; Cortez et al., 2012; Jourmi et al., 2012).  
A ostra Crassostrea gigas (Fig. 1.1B) é a segunda espécie mais 
cultivada no país e o molusco mais cultivado no mundo (Epagri, 2013; Borghetti 
et al., 2003). Oriunda de águas temperadas a Ostra do Pacífico (C. gigas) tem 
grande capacidade de adaptação a condições ambientais variáveis, o que 
favorece o seu cultivo (Cognie et al., 2006). De hábito filtrador, a espécie pode 
ser intoxicada pelo aumento na reprodução de algas tóxicas (blooms) ou por 
ação antrópica (Greenberg,1956; Seubert et al., 2013). Em resposta aos 
blooms é alterada a movimentação das valvas de C. gigas (Tran et al., 2010). 
Quando são expostos a ambientes contaminados os bivalves acumulam 
toxinas nos tecidos (Bricelj et al., 1991, 2012), o quê é constatado por estudos 
toxicológicos com a espécie C. gigas, nos períodos embrionário e larval (Martin 
et al., 1981; Beiras & His, 1995; Geffard et al., 2002; Mai et al., 2012) e adulto 
(Boutet et al., 2004; Rolland et al., 2012). A ostra C. gigas, tem como atrativos 
o porte, rápido desenvolvimento e plasticidade fisiológica (Kobayashi et al., 
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1997; Galil, 2000; Pogoda et al., 2011). Após a exploração comercial da 
espécie foi constatado a presença da espécie em ambientes naturais na 
França (Zibrowius, 1992), na Itália (Occhipinti-Ambrogi et al., 2011) e na 
Alemanha (Diederich, 2006). Sua presença altera a estrutura das comunidades 
de invertebrados associadas (Diederich, 2005; Kochmann et al., 2008). A ostra 
C. gigas também apropria-se do espaço ocupado pela grama marinha Zostera 
marina, o que muda a comunidade local (Wagner et al., 2012). Além disso, 
pode ocorrer a hibridização com indivíduos de outras espécies (Allen & 








Em ambientes naturais mexilhões e ostras marinhos estão sujeitos a 
períodos de exposição ao ar, alterações de salinidade, temperatura e pH, o que 
afeta sua homeostasia e prejudica o crescimento dos bivalves (Wang et al., 
2002; Gosling, 2003; Deaton, 2008; Ferreira et al., 2011). Contudo, nos cultivos 
em long-lines os animais permanecem imersos, o que minimiza a exposição a 
fatores estressantes. Nesta condição os animais alimentam-se constantemente 
o que acelera o seu crescimento (Borghetti & Silva, 2008; Dumbauld, et al., 
A B 
Figura 1.1. Exemplares das espécies P. perna (A) e C. gigas (B), indivíduos de ambas as 
espécies com aproximadamente 13 centímetros. 
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2009; Ezgeta-Bali et al., 2011; Ferreira et al., 2011). O mexilhão Perna viridis 
em baixas de salinidades diminuiu o crescimento e a quantidade de 
carboidratos e gorduras acumulados em seus tecidos (Wang et al., 2011). A 
comparação entre duas populações do mexilhão Mytilus edulis, de portes 
diferentes, concluiu que indivíduos de menor porte desviam energia para a 
excreção e a respiração em resposta as variações ambientais, o que diminui 
seu crescimento (Tedengren & Kautsky, 1986). A temperatura e o crescimento 
dos bivalves são relacionados, mas esta relação não é linear (Gosling, 2003). 
Variações de temperatura afetam o ciclo de vida dos organismos, o que pode 
diminuir a disponibilidade de alimentos no ambiente, o que vai afetar 
indiretamente o ganho de massa dos bivalves (Smaal & van Stralen, 1990). A 
redução do pH (acidificação dos oceanos) afeta gravemente os primeiros 
estágios de vida do mexilhão M. edulis, reduzindo seu crescimento e “bem 
estar” (Gazeau et al., 2010) e a resposta imune destes bivalves também pode 
ser prejudicada (Bibby et al., 2008). Animais jovens do gênero Tridacna 
apresentam altas taxas de mortalidade em função da acidificação (Toonen et 
al., 2012; Watson et al., 2012)          
No estado de Santa Catarina onde estes dois moluscos são cultivados, 
existe uma separação regional das espécies. O cultivo do mexilhão P. perna 
encontra-se centralizado no município de Penha, já o cultivo da ostra C. gigas é 
baseado em Florianópolis, cidades distantes cerca de 100 km apenas. 
Segundo produtores locais a ostra não se desenvolve satisfatoriamente em 
Penha, mas o mexilhão pode ser bem sucedido em ambos os locais. O 
conhecimento (de modo comparativo) das características fisiológicas das 
espécies pode contribuir com a determinação dos motivos para o sucesso 
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comercial ostra em diversas áreas pelo mundo, e da baixa produtividade em 
outros locais, como no município de Penha/SC. Este trabalho tem por objetivo 
comparar as respostas fisiológicas das espécies P. perna e C. gigas a 
experimentos que combinam salinidade, temperatura e pH, três dos fatores 
abióticos mais importantes para o desenvolvimento dos organismos (Yanfang & 
Shichun, 2006).  
Supõe-se que a espécie P. perna apresente maior plasticidade 
fisiológica e demonstre maior estabilidade nas concentrações da hemolinfa nas 
temperaturas de 20 e 30°C, visto que o mexilhão é estabelecido na costa 
brasileira (Rios, 1994) e que a espécie C. gigas apresente melhor manutenção 
osmótica na temperatura de 10°C, visto que a ostra é uma espécie que 
originalmente tem distribuição subtropical (Cognie et al., 2006). Os fatores 
salinidade e pH devem ocasionar variações na concentração da hemolinfa 













Materiais e Métodos 
 
Os mitilídeos P. perna foram adquiridos em um cultivo no município de 
Penha (26° 46′ 11″ Sul, 48° 38′ 46″ Oeste) e as ostras C. gigas foram 
adquiridas no município de Florianópolis (27° 35′ 49″ Sul, 48° 32′ 58″ Oeste), 
ambos no estado de Santa Catarina. Os moluscos foram transportados em 
caixas de isopor com embalagens de “gelo gel” que mantiveram a temperatura 
até o Laboratório de Fisiologia Comparativa da Osmorregulação (LFCO), na 
Universidade Federal do Paraná em Curitiba/PR. No laboratório, os mesmos 
foram aclimatados em um aquário de 180 litros, com parâmetros semelhantes 
aos encontrados nos locais de onde foram coletados (salinidade 35, 
temperatura 22°C ± 2), por um período de pelo menos 5 dias. Os animais foram 
mantidos sob fotoperíodo natural de aproximadamente 12 horas de luz e de 12 
horas de escuro, à temperatura ambiente (20ºC ± 2). 
Os experimentos foram conduzidos com seis indivíduos por condição, 
por um período de seis horas, com um animal por recipiente com 2L de água, 
sendo que cada animal foi testado apenas uma vez. Os mesmos foram 
submetidos a diferentes combinações de salinidade, temperatura e pH. A 
salinidade controle foi de 35‰ e as experimentais de 0 e 45‰. As 
temperaturas testadas foram de 10, 20 (controle) e 30°C. Tais valores foram 
escolhidos, pois são próximos aos encontrados em eventos extremos de 
variação de salinidade e temperatura na região (Silveira Jr., comunicação 
pessoal). O valor de pH controle foi 8 e os experimentais foram 6,5 e 9. Os 
valores de pH foram escolhidos levando em conta que os animais poderiam 
retiram carbonato de cálcio (Ca CO3) das valvas e tamponar as variações 
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experimentais, assim os valores superaram amplamente as variações 
ambientais. No total foram 27 condições experimentais por espécie (Fig. 1.2). 
Não foi utilizado qualquer anteparo que interferisse no fechamento natural das 
conchas ou outra de reação que os animais pudessem expressar, em virtude 
das condições impostas experimentalmente. Após os experimentos foram 
coletadas uma amostra da água do aquário e uma da água retida na cavidade 
do manto. Cada amostra foi retirada de modo aleatório e independente e 
continha aproximadamente 500μL. Foram dosadas as concentrações 
osmóticas e iônicas destas amostras. De cada animal foi retirada uma amostra 
de hemolinfa de cerca de 300 μL para as dosagens osmo-iônicas e um 
fragmento dos tecidos moles foi extraído para determinação do teor hídrico. O 







Figura 1.2. Fluxograma resumido dos experimentos realizados com P. perna e C. gigas. Os 
valores de salinidade e pH apresentados na temperatura de 10°C foram repetidos em 20 e 
30°C. O pH foi aferido no início e no final dos procedimentos em todos os aquários. Os 
espécimes avaliados foram expostos individualmente. Foi retirada aleatória e 
independentemente uma amostra da água do aquário e da cavidade do manto por condição 
experimental para determinação das concentrações osmóticas e iônicas (sódio, cloreto, 
potássio e magnésio). De cada animal avaliado foi retirada uma amostra de tecido para 
determinação do teor hídrico e uma de hemolinfa para dosagens da osmolalidade e iônicas. Os 
procedimentos apresentados na temperatura de 20°C, salinidade 35 e pH 8 foram repetidos em 
todas as condições experimentais. 
 
 Para realização dos experimentos o pH da água dos aquários foi 
ajustado para condições ácidas com a adição de Ácido Clorídrico e para a 
condições básicas foi utilizado Hidróxido de Sódio. Para a salinidade 0 foi 
utilizada água bifiltrada (declorada) e para a concentração à salinidade 45 foi 
adicionado sal marinho.                                                                  
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Dosagens de Osmolalidade e Íons  
 
 A leitura da osmolalidade das amostras de hemolinfa (não diluídas) foi 
realizada com micro osmômetro de pressão de vapor Wescor® 5520 VAPRO. 
As dosagens iônicas de sódio e potássio foram realizadas com amostras de 
hemolinfa diluídas na proporção de 1:300 a 1:500 em água ultra pura (Milli-Q) 
em um Fotômetro de Chama Digimed® (DM- 61). Para dosar os íons cloreto 
(diluição 1:5) e magnésio (1:50), foram utilizados kits comerciais Labtest®, com 
absorbâncias lidas em Espectrofotômetro Amersham Pharmacia Biotech® 
(Ultrospec 2100 PRO). Buscou-se a diluição que fosse mais adequada para a 
concentração da hemolinfa, que podia variar em função do experimento a que 
os animais foram submetidos (diluições testadas e determinadas previamente).  
Teor hídrico  
  
 Para quantificar o teor hídrico (TH) dos tecidos moles, sendo gônadas 
para P. perna e músculo adutor da concha para C. gigas. Cada fragmento foi 
pesado em Balança Analítica Bioprecisa® (FA2104N, precisão 0,0001g). 
Primeiramente obteve-se o peso úmido (PU) com o tecido íntegro (0,5 ± 0,2g), 
em seguida ele foi desidratado em estufa a temperatura de 60ºC durante o 
período de 24h e então pesado novamente para a obtenção do peso seco (PS). 
O TH do tecido foi calculado através da seguinte fórmula: 
TH (%) = (PU - PS) x 100 
 
PU 
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Experimentos ”in vitro” 
 
Nos experimentos in vitro P. perna e C. gigas foram retirados 
diretamente do aquário estoque, crioanestesiados a -20°C por 20 min e 
eutanasiados. Foram coletados três fragmentos do manto e músculo adutor (± 
0,5 g) de cada espécime para realização de experimentos com variações de ± 
30%, sendo que um foi colocado na salina controle, um na hipo e um na 
hiperosmótica. O total de seis fragmentos foi avaliado por salina (controle, hipo 
e hiperosmótica). Para experimentos com variação de 50% foram retirados 
apenas fragmentos do manto. Em seguida estes tecidos foram transferidos 
para um recipiente com cerca de 10 ml de solução salina controle, isosmótica 
ao fluido extracelular dos animais (Tab. 1). Após a dissecção foi removido 
suavemente com papel filtro o excesso de fluido dos fragmentos teciduais por 
~3 segundos, cada fragmento tecidual foi pesado e incubado em soluções 
hiposmótica (-30 ou -50% da concentração osmótica do controle), controle (979 
mOsm) ou hiperosmótica (+30 ou +50% acima do controle) total de seis 
indivíduos por condição (Tab. 1). Cada amostra de tecido foi mantida em sua 
respectiva solução e a cada 15 min sendo seca com papel filtro e pesada em 
Balança Analítica por 75 min A primeira mensuração de peso de cada amostra 






Tabela 1.1. Composição das salinas controle (isosmótica à hemolinfa) e experimentais (hipo e 
hiperosmótica de ± 30 e 50% em relação ao controle isosmótico) usadas em experimentos in 
vitro de regulação de volume tecidual (músculos adutor e do manto) de P. perna e C. gigas. 
 
Obs.: Componentes adicionais com concentração constante em todas as salinas: D-glucose (5 
mM), Glicina (5 mM), HEPES (5 mM) e NaHCO3 (2 mM), pH 8.2. A osmolalidade foi mensurada 

















A análise dos dados de dosagens osmóticas e iônicas foi realizada por 
Two Way ANOVA com post hoc de Tukey para dados com distribuição normal 
e por Kruskal-Wallis Two Way ANOVA on Ranks com post hoc de Dunn’s para 
dados não normais. Os dados de teor hídrico tecidual in vivo e a análise dos 
dados do experimento in vitro foram avaliados por Two Way ANOVA, sendo o 
primeiro fator correspondente ao tratamento e o segundo ao tempo, com post 
hoc de Tukey para dados não normais. O limite de significância considerado foi 
















 EFEITO DA SALINIDADE 
 A osmolalidade da hemolinfa de P. perna (Fig. 1.3 ABC) na 
salinidade 0 foi menor ou não apresentou diferenças em relação a salinidade 
35, mas em todas as condições a osmolalidade apresentou aumento na 
salinidade de 45. 
 Na hemolinfa de C. gigas (Fig. 1.3 DEF) a osmolalidade em 10°C e 
pH 9 mantiveram-se estáveis nas salinidades 0 e 35 e aumentaram na 
salinidade  45. Nas temperaturas de 20 e 30°C a osmolalidade nas salinidades 
0 e 35 foi semelhante, houve aumento na concentração em todos os pHs na 
salinidade 45.  
 EFEITO DO pH 
 Para P. perna apenas na temperatura de 20°C e salinidade 45 houve 
diferença entre os pHs, com menor osmolalidade no pH 9 (Fig. 1.3 B). A 
osmolalidade na hemolinfa de C. gigas na temperatura de 10°C e salinidade 45 






Figura 1.3. Osmolalidade da hemolinfa de P. perna nas temperaturas de 10 (A), 20 (B) e 30°C 
(C) e em C. gigas em 10 (D), 20 (E) e 30°C (F); barras brancas pH 6,5, barras cinza pH 8 e 
barras pretas pH 9. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas entre os 3 pHs 
na mesma salinidade. Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas entre os 3 







  Efeito da Salinidade 
 
Os valores de teor hídrico das gônadas do mexilhão P. perna (Fig. 1.4 
AB) na temperatura de 10°C para o pH 6,5 expostos à salinidade 35 foram 
maiores do que na salinidade 45. No pH 8 os valores na salinidade 0 foram 
maiores do que os valores apresentados nas salinidades 35 e 45, os quais 
apresentavam estabilidades nas medidas. Na temperatura de 20°C no pH 8 os 
valores de teor hídrico na salinidade 35 foram maiores do que na salinidade 45. 
 O teor hídrico em C. gigas (Fig. 1.4 E) na temperatura de 20°C na 















Figura 1.4. Teor hídrico das gônadas de P. perna nas temperaturas de 10°C (A), 20°C (B) e 
30°C (C) e do músculo adutor em C. gigas nas temperaturas de 10°C (D), 20°C (E) e 30°C (F) 
barras brancas pH 6,5, barras cinza pH 8 e barras pretas pH 9. Letras minúsculas diferentes 





 EFEITO DA SALINIDADE 
 O cloreto de P. perna (Fig.7 ABC) na temperatura de 10°C manteve-
se estável nas salinidades 0 e 35 aumentando na salinidade 45 para os 3 pHs. 
Na temperatura de 20°C e no pH 6,5, as concentrações de cloreto aumentaram 
sucessivamente a partir da salinidade 0, nas salinidades 0 e 35 as 
concentrações de cloreto foram estáveis nos pHs 8 e 9 aumentando na 
salinidade 45. À temperatura de 30°C as concentrações de cloreto nos pHs 6,5 
e 8 aumentaram progressivamente iniciando na salinidade 0.     
 O cloreto de C. gigas (Fig. 1.5 DEF) em 10°C no pH 6,5 foram 
menores na salinidade 0 do que em 45. À temperatura de 20°C no pH 6,5 o 
cloreto foi estável nas salinidades 0 e 35, aumentando na salinidade 45. Para a 
temperatura de 30°C a concentração de cloreto no pH 6,5 aumentou 
sucessivamente a partir da salinidade 0, nos pHs 8 e 9 as concentrações do 
íon cloreto foram estáveis nas salinidade 0 e 35 aumentando em 45. 
 EFEITO DO pH 
 A concentração de cloreto em P. perna na temperatura de 10°C e 
salinidade 0 foi menor no pH 8 do que no pH 6,5. Na temperatura de 20°C e na 
salinidade 45 as dosagens de cloreto de C. gigas no pH 6,5 foi maior que nas 
demais condições. À temperatura de 30°C na salinidade 45 o menor valor de 






Figura 1.5. Concentração do íon cloreto na hemolinfa de P. perna nas temperaturas de 10 (A), 
20 (B) e 30°C (C) e em C. gigas em 10 (D), 20 (E) e 30°C (F); barras brancas pH 6,5, barras 
cinza pH 8 e barras pretas pH 9. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas 
entre os 3 pHs na mesma salinidade. Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças 






Sódio   
  
 EFEITO DA SALINIDADE 
 As dosagens de sódio na hemolinfa de P. perna (Fig. 1.6 ABC) na 
temperatura de 10°C apresentaram-se constantes nas salinidades de 0 e 35, 
com aumento de concentração na salinidade 45 para todos os pHs. Na 
temperatura de 20°C as concentrações de sódio no pH 6,5 aumentaram 
sucessivamente a partir da salinidade 0 e mantiveram-se estáveis nos pHs 8 e 
9 nas salinidades 0 e 35 aumentando na salinidade 45. Nos experimentos de 
30°C a concentração de sódio no pH 6,5 foi menor na salinidade 35, 
aumentando progressivamente nas salinidades 0 e 45, houve estabilidade nas 
concentrações nos pHs 8 e 9 nas salinidades 0 e 35 e aumento em 45. 
 As ostras C. gigas (Fig. 1.6 DEF) expostas a temperatura de 10°C 
no pH 6,5 apresentaram aumento progressivo da concentração de sódio 
partindo da salinidade 0, nos pHs 8 e 9 as concentrações verificadas não foram 
diferentes nas salinidades 0 e 45 e aumentaram na salinidade 35. Na 
temperatura de 20°C as concentrações de sódio no pH 6,5 na salinidade 35 
foram menores do que em 45, nos pHs 8 e 9 as concentrações foram 
constantes nas salinidade 0 e 35 e aumentaram em 45. Nas exposições de 
30°C as concentrações de sódio no pH 6,5 na salinidade 0 foram menores do 
que em 45, no pH 8 os resultados foram estáveis nas salinidades 0 e 35, 
aumentando em 45, para o pH 9 as concentrações aumentaram 




 EFEITO DO pH 
 O mexilhão P. perna apresentou diferenças de concentração de 
sódio na temperatura de 30°C na salinidade 45, onde o pH 8 apresentou menor 
concentração, pH 9 intermediária e o pH 6,5 com a maior concentração. 
 O bivalve C. gigas em 10°C na salinidade 35 teve menor 
concentração de sódio no pH 6,5 e estabilidade nos demais, na salinidade 45 
as concentrações foram constantes nos pH 8 e 9 e menores no pH 6,5. Em 
30°C na salinidade 35 as concentrações no pH 6,5 foram maiores do que no 
pH 8 e na salinidade 45 a concentração de sódio manteve-se estável nos pHs 






Figura 1.6. Concentração do íon sódio na hemolinfa de P. perna nas temperaturas de 10 (A), 
20 (B) e 30°C (C) e em C. gigas em 10 (D), 20 (E) e 30°C (F); barras brancas pH 6,5, barras 
cinza pH 8 e barras pretas pH 9. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas 
entre os 3 pHs na mesma salinidade. Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças 







EFEITO DA SALINIDADE 
 
As concentrações de potássio na hemolinfa dos mexilhões P. perna (Fig. 
1.7 ABC) na temperatura de 10°C nos pHs 6,5 e 8 de animais expostos a 
salinidade 35 foi menor do que a concentração em salinidade 45. No pH 9 as 
concentrações foram estáveis nas salinidades 0 e 35 e menores do encontrado 
salinidade 45. Na temperatura de 20°C as concentrações de sódio do pH 6,5 
na salinidade 0 e diminuiram em 35 e novamente na salinidade 45, no pH 8 as 
concentrações na salinidade 0 foram maiores que nas demais salinidades. No 
pH 9 na salinidade 0 foram as concentrações maiores do que em 35 que foram 
menores do que na salinidade 45. Na temperatura de 30°C as concentrações 
de potássio no pH 8 foram constantes nas salinidades 0 e 35 e estas menores 
do que em 45. 
No molusco C. gigas (Fig. 1.7 DEF) as concentrações de potássio na 
hemolinfa na temperatura de 10°C do pH 6,5 em salinidade 0 foram do que em 
salinidade 35 e 45 que foram estáveis. Para o pH 8 as concentrações na 
salinidade 0 foram menores do que na salinidade 45 e estas menores que em 
35. No pH 9 as dosagens de potássio foram estáveis nas salinidades 0 e 45 
que foram menores em 35. Na temperatura de 30°C ostras expostas ao pH 8 e 
salinidade 35 apresentaram concentrações de potássio menores do que em 
salinidade 45. 
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EFEITO DO pH 
 
A espécie P. perna na temperatura de 20°C e a salinidade 35 no pH 6,5 
apresentou maior concentração de potássio na hemolinfa do que nos demais 
pHs. Na temperatura de 30°C na salinidade 0 a concentração de potássio no 
pH 6,5 foi maior do que nas demais condições. 
No bivalvo C. gigas as concentrações de potássio a 10°C na salinidade 
35 em pH 6,5 foram menores do que no pH 8, na salinidade 45 a concentração 
no pH 6,5 foi maior do que nos demais pHs. Na temperatura de 30°C animais 
expostos a salinidade 0 e pH 6,5 apresentaram concentração de potássio maior 
do que nas demais condições. Na salinidade 35 a concentração de potássio no 






Figura 1.7. Concentração do íon potássio na hemolinfa de P. perna nas temperaturas de 10 
(A), 20 (B) e 30°C (C) e em C. gigas em 10 (D), 20 (E) e 30°C (F); barras brancas pH 6,5, 
barras cinza pH 8 e barras pretas pH 9. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças 
estatísticas no mesmo pH nas 3 salinidades; letras maiúsculas indicam diferenças entre os 3 








EFEITO DA SALINIDADE 
 
Em bivalves da espécie P. perna (Fig. 1.8 ABC) expostos a temperatura 
de 10°C a concentração de magnésio na hemolinfa no pH 9 e salinidade 35 foi 
menor do que em salinidade 45. Na temperatura de 20°C as concentrações 
iônicas nos pHs 6,5 e 8 se mantiveram estáveis nas salinidades 0 e 35 e foram 
menores do que em salinidade 45, no pH 9 as concentrações aumentaram 
sucessivamente partindo da salinidade 0. Para a temperatura de 30°C as 
concentrações de magnésio no pH 6,5 na salinidade 0 foram menores do que 
em 45, em pH 8 as concentrações na salinidade 0 foram menores do que nas 
salinidades 35 e 45, no pH 9 as concentrações aumentaram sucessivamente 
partindo da salinidade 0. 
A concentração de magnésio nas ostras da espécie C. gigas (Fig. 1.8 
DEF) na temperatura de 10°C e pH 8 na salinidade 0 foram maiores do que na 
salinidade 45. Na temperatura de 20°C pH 6,5 a concentração de magnésio 
nas salinidades 0 e 35 foram constantes e menores do que na salinidade 45. 
Para o pH 8 as menores concentrações foram encontradas na salinidade 35, 
aumentando sucessivamente nas salinidades 0 e 45 respectivamente. No pH 9 
as concentrações de magnésio não variaram nas salinidades 0 e 35, e foram 
menores do que na salinidade 45. Na temperatura de 30°C as concentrações 
de magnésio foram invariáveis nas salinidades 0 e 35 as quais foram menores 
do que em salinidade 45, no pH 9 as concentrações aumentaram 
progressivamente partindo da salinidade 0. 
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EFEITO DE pH 
 
No mexilhão P. perna em experimento de temperatura de 20°C na 
salinidade 35, a concentração de magnésio no pH 6,5 foi menor do que em pH 
9, já na salinidade 45 a concentração no pH 6,5 foi menor que o resultado 
encontrado no pH 8. 
Para a espécie C. gigas exposta a temperatura de 20°C nas salinidades 
0 e 45 as concentrações de magnésio nos pHs 8 e 9 foram estáveis e maiores 
do que em pH 6,5, na salinidade 35 a concentração de magnésio no pH 6,5 foi 




Figura 1. 8. Concentração do íon magnésio na hemolinfa de P. perna nas temperaturas de 10 
(A), 20 (B) e 30°C (C) e em C. gigas em 10 (D), 20 (E) e 30°C (F); barras brancas pH 6,5, 
barras cinza pH 8 e barras pretas pH 9. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças 
estatísticas entre os 3 pHs na mesma salinidade. Letras maiúsculas diferentes indicam 











Regulação de volume 
 
 Os experimentos de regulação de volume em fragmentos do manto de 
P. perna (Fig. 1.9 B) foram incubados em salinas controle de 979 mOsm/kg 
H2O e experimentais de +30% (hiposalinas) e de -30% (hipersalinas). Os pesos 
dos fragmentos apresentou queda progressiva em todos os tempos de todas as 
condições após 75 min de experimento. A condição hiposmótica manteve 
menor variação de peso, o resultado final foi de 88,9% do inicial, o controle foi 
intermediário com peso de 83,3% do peso no tempo 0 e a condição 
hiperosmótica apresentou maior queda no peso, com peso final de 79,7% do 
inicial.  
 Os tecidos do manto de C. gigas (Fig. 1.10 B) apresentaram queda 
progressiva de peso em todos os tempos de todas as condições após 75min de 
experimento. Na condição hiposmótica apresentou 87,5% de volume inicial, no 
controle a queda foi até 78,9% do peso inicial e no tratamento hiperosmótico o 
peso final foi 68,2% do peso inicial. 
Em experimentos com variação de 50% do controle (Fig. 1.11) com 
fragmentos do manto, P. perna em choque hiposmótico apresentou aumento 
de peso após 15 min e queda progressiva nos demais tempos, com peso final 
de 91,8% do inicial. No controle o peso caiu no tempo 30 min estabilizando até 
o final com peso de 86% do inicial. No experimento hiperosmótico o peso caiu 
progressivamente até o tempo final com 73,8% do inicial (Fig. 1.11 A). Na 
salina hiposmótica C. gigas demonstrou aumento e manutenção de peso nos 
tempos de 15 a 45 min com peso final de 108,7%. No controle os tecidos 
perderam peso e estabilizaram entre os tempos 45 e 75min com peso final de 
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88,65% do inicial. Na condição hiperosmótica os tecidos perderam peso em 
15min e mantiveram-se estáveis até o tempo final, com 74,36% do peso inicial 
(Fig.13B).     
  
Figura 1.9. Curso temporal de mudança no peso úmido (%) de fragmentos teciduais de P. 
perna expostos in vitro (n=6) aos tratamentos controle (979 mOsm), hiperosmótico (+30%) e 
hiposmótico (-30%). Tecido do músculo adutor (A) e tecido do manto (B). Letras diferentes 
indicam diferenças estatísticas entre o tempo inicial e os tempos experimentais. Em todos os 





Figura 1.10. Curso temporal de mudança no peso úmido (%) de fragmentos teciduais de C. 
gigas expostos in vitro (n=6) aos tratamentos controle (979 mOsm), hiperosmótico (+30%) e 
hiposmótico (-30%). Tecido do músculo adutor (A) e tecido do manto (B). Letras diferentes 
indicam diferenças estatísticas entre o tempo inicial e os tempos experimentais. Em todos os 




Figura 1.11. Curso temporal de mudança no peso úmido (%) de fragmentos do manto de P. 
perna (A) e de C. gigas (B) expostos in vitro (n=6) aos tratamentos controle (979 mOsm), 
hiperosmótico (+50%) e hiposmótico (-50%). Letras diferentes indicam diferenças estatísticas 
entre o tempo inicial e os tempos experimentais. Em todos os tempos os valores experimentais 
foram diferentes do controle, exceto no tempo 0 e para P.perna no tempo 75 min choque 
hiperosmótico. P > 0,05. 
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Variação entre pH inicial e final 
 
Variação nos experimentos com P. perna  
 
O EFEITO DA SALINIDADE  
Nas leituras de pH após os experimentos com a espécie P. perna (Fig. 
1.12) na temperatura de 10°C nos pHs 6,5, 8 e 9 em salinidade 0 foram 
menores do que nas salinidades 35 e 45, onde foram estáveis. Na temperatura 
de 20°C o pH final medido na salinidade 0 para os pHs 6,5 e 9 foram menores 
do que na salinidade 35 e 45 onde foram estáveis. Nos experimentos a 30°C 
no pH 6,5 os valores foram estáveis nas salinidades 0 e 35 e foram maiores na 
salinidade 45. Para o pH 9 os valores aumentaram sucessivamente a partir da 
salinidade 0.  
O EFEITO DO pH 
As leituras pós-experimentais de pH de mexilhão P. perna na 
temperatura de 10°C apresentaram os mesmos valores para as salinidades 0 e 
35 para os pHs 6,5 e 8 e um valor maior que no pH 9. Na salinidade 45 as 
leituras aumentaram progressivamente a partir do pH 6,5. Em 20°C as leituras 
de pH na salinidade 0 foram iguais para os pHs 6,5 e 9 e maiores para o pH 8. 
Na salinidade 35 os valores aumentaram sucessivamente iniciando no pH 6,5. 
Na salinidade 45 as leituras foram equivalentes nos pH 6,5 e 8 e estas 
menores que as leituras do pH 9. Na temperatura de 30°C as leituras de pH na 
salinidade 0 no pH 6,5 foram menores do que nas demais condições, as quais 
tiveram valores estáveis. Na salinidade 35 as leituras exibiram aumento 
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progressivo começando no pH 6,5.  Na salinidade 45 as leituras dos pHs 6,5 e 
8 foram equivalentes e menores do que no pH 9. 
 
Figura 1.12. Valor do pH na água dos aquários após os experimentos para a espécie P. perna, 
nas temperaturas de 10°C (A), 20°C (B) e 30°C (C); losango indica o pH 6,5, quadrado o pH 8 
e triângulo o pH 9. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas no mesmo pH 
nas 3 salinidades; letras maiúsculas indicam diferenças entre os 3 pHs na mesma salinidade. 
Linhas cinza indicam os valores medidos no início dos experimentos, P < 0,05.  
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Variação nos experimentos com C. gigas 
 
 EFEITO DA SALINIDADE 
Nas leituras finais dos experimentos com C. gigas (Fig. 1.13). Na 
temperatura de 10°C para os pHs 6,5 e 8  foi estável para as salinidades 0 e 35 
e maior na salinidade 45. Para o pH 9 as leituras aumentaram sucessivamente 
conforme a concentração do meio. Para as temperaturas de 20 e 30°C os pHs 
apresentaram o mesmo padrão. O pH 6,5 não variou nas salinidades 0 e 35 e 
foi maior na salinidade 45. O pH 8 na foi menor na salinidade 0 do que nas 
demais salinidades. Para o pH 9 as leituras cresceram progressivamente 
iniciando na salinidade 0.  
EFEITO DO pH 
Nas leituras finais dos experimentos com a ostra C. gigas na 
temperatura de 10°C para a salinidade 0 apresentou valores estáveis para os 
pHs 6,5 e 9 e valor maior no pH 8. Na salinidade 35 as leituras aumentaram 
progressivamente começando no pH 6,5. Na salinidade 45 as leituras dos pHs 
6,5 e 8 não foram diferentes, sendo o valor maior no pH 9. Na temperatura de 
20°C nas salinidades 0 e 45 as leituras de pH mostraram que os valores nos 
pHs 6,5 e 8 foram constantes e que dos pHs 9 foram maiores. Na salinidade 35 
as leituras aumentaram progressivamente a partir do pH 6,5. Para a 
temperatura de 30°C nas salinidades 35 e 45 as leituras do pH final 




Figura 1.13. Valor do pH na água dos aquários após os experimentos para a espécie C. gigas, 
nas temperaturas de 10°C (A), 20°C (B) e 30°C (C); losango indica o pH 6,5, quadrado o pH 8 
e triângulo o pH 9. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças estatísticas no mesmo pH 
nas 3 salinidades; letras maiúsculas indicam diferenças entre os 3 pHs na mesma salinidade. 
Linhas cinza indicam os valores medidos no início dos experimentos, P < 0,05.  
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Comparação entre fluidos da cav. do manto e do aquário 
As concentrações osmótica e iônicas de amostras da água dos aquários 
e da água da cavidade do manto foram medidas, para avaliação do estado 
aberto ou fechado da concha dos indivíduos das duas espécies. Quando os 
animais de ambas as espécies foram expostos a salinidade 0, as 
concentrações da água do aquário foram sempre próximos de 0, já o líquido 
contido na cavidade do manto apresentava concentração semelhante à da 
hemolinfa dos moluscos. Nas salinidades 35 e 45 os valores de concentração 
dos 2 líquidos foram semelhantes.  
Tabela 1.2. Osmolalidade (mOsm/kg H
2
O) na água dos aquários experimentais (valores antes 
das barras) e na água retida no interior da cavidade do manto (após as barras).  
 
 
Obs.: ao término dos experimentos as amostras foram coletadas aleatória e 
independentemente de um aquário e de um indivíduo por condição experimental. Válido para 









Tabela 1.3. Concentração de cloreto (mM) na água dos aquários experimentais (valores antes 
das barras) e na água contida no interior da cavidade do manto (após as barras). 
 
 
Tabela 1.4. Concentração de sódio (mM) na água dos aquários experimentais (valores antes 










Tabela 1.5. Concentração de potássio (mM) na água dos aquários experimentais (valores 
antes das barras) e na água contida no interior da cavidade do manto (após as barras). 
 
 
Tabela 1.6. Concentração de magnésio (mM) na água dos aquários experimentais (valores 











Na maioria das condições experimentais in vivo as espécies 
apresentaram respostas fisiológicas semelhantes. Na salinidade 0 a 
concentração osmótica da hemolinfa manteve-se semelhante ao controle e na 
salinidade 45 houve concentração da mesma. Os resultados de TH 
apresentaram resultados condizentes com as dosagens osmo-iônicas. 
Diferentemente, os experimentos in vitro mostraram que P. perna tem maior 
capacidade de regulação de volume do que C. gigas. 
Experimentos in vivo 
Salinidade 
 
 Para determinar as respostas fisiológicas à variação de fatores abióticos 
dos bivalves avaliados foram mensuradas a osmolalidade e as concentrações 
iônicas da hemolinfa, além do teor hídrico dos tecidos. A osmolalidade é a 
quantificação de partículas osmoticamente ativas por quilograma de água 
(Péqueux, 1995; Charmantier, 1998). A manutenção do teor hídrico constante é 
sinal de que as funções de regulação de volume celular operam 
satisfatoriamente (Lang, 1987; 2007), alterações nestes valores indicam que o 
fluxo iônico e de água na célula está desequilibrado, o que é causado pela 
superação da capacidade celular de equilibrar seu volume.  
 Os resultados do TH normalmente são inversos aos encontrados nas 
leituras de osmolalidade, quando são comparadas condições hipo e 
hiperosmóticas, visto que quando os tecidos são expostos a soluções diluídas 
(hiposmóticas), como na salinidade 0 deste trabalho, a água tende a entrar nas 
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células em função da diferença de concentração entre os compartimentos, o 
que diminui a osmolalidade e aumenta o TH tecidual. O oposto ocorre em 
condições onde a água é mais concentrada (hiperosmótica), como na 
salinidade 45 deste trabalho. A água tende a sair do interior das células, o que 
aumenta a osmolalidade e diminui o TH tecidual (Chamberlin & Strange, 1989, 
Lang et al., 1998).   
 Os íons sódio e cloreto são os principais componentes do valor total da 
osmolalidade da água do mar e do fluido extracelular ou hemolinfa (Prosser, 
1973), mudanças em suas concentrações na hemolinfa, assim como nas 
determinações de osmolalidade, indicam alterações nas respostas 
osmorregulatórias. O íon potássio está presente principalmente no interior das 
células e o aumento de sua concentração na hemolinfa acusa o 
extravasamento do conteúdo celular (lise) para o meio extracelular (Horisberger 
et al., 1991; Jorgensen et al., 2003). O íon magnésio está envolvido em 
diversas reações do metabolismo celular e suas concentrações em organismos 
saudáveis são mantidas extremamente estáveis (Grubbs et al., 1989; Saris et 
al., 2000). Variações em suas quantidades indicam prejuízo às funções 
celulares. 
Os bivalves avaliados são animais osmoconformadores, nos quais a 
concentração osmótica dos fluidos internos é semelhante à da água 
circundante (Pierce & Greenberg, 1973; Pierce, 1982; Deaton, 2008). Porém, a 
proporção entre os componentes da hemolinfa e os da água do mar é diferente. 
Logo, seria compreensível se as concentrações osmo-iônicas diminuíssem 
significativamente na salinidade 0 e aumentassem na salinidade 45, quando 
comparadas com o controle em salinidade 35. Esta condição é encontrada em 
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diversos animais osmoconformadores marinhos, como equinodermos (Santos 
et al., 2013), muitos crustáceos (Freire et al., 2008a,b; Foster et al., 2010; 
Romano & Zeng, 2012) e cnidários (Amado et al., 2011). Entretanto se for 
analisada a característica distintiva da classe, a presença das duas valvas, as 
respostas dos bivalves aos experimentos são facilmente compreendidas. Em 
condições adequadas ou toleráveis, representadas pelos experimentos nas 
salinidades 35 e 45, mesmo que com algum custo energético, as valvas 
permanecem abertas, o que permite que o animal continue se alimentando. 
Porém quando o meio é muito estressante as conchas isolam fisicamente o 
animal do meio, diminuindo os impactos das alterações ambientais. Na 
salinidade 45 associada às demais variáveis foi observado que ambas as 
espécies liberaram maior volume de muco do que nas demais condições 
(valores não mensurados). Esta reação provavelmente indica que os animais 
estavam próximos de seu limite superior de tolerância à salinidade. O aumento 
na secreção de muco também é considerado um mecanismo de proteção 
adaptativo a condições ambientais estressantes (Shephard,1994; Davies & 
Hawkins,1998). Tal resposta pode ser observada em peixes expostos a 
choques osmóticos (Souza-Bastos e Freire, 2009; Riuo et al., 2012), em 
cnidários expostos à dessecação (Amado et al., 2011) e em crustáceos 
expostos a ambientes contaminados por cadmio (Barbieri & Paes, 2011). 
Na salinidade 45 os animais permaneceram com as conchas abertas e 
produziram uma quantidade de muco maior do que a normal, provavelmente 
em função da exposição súbita à alta salinidade, mas esta condição é menos 
agressiva do que a água doce, onde os animais permanecem com as conchas 
fechadas. A afirmação de que na salinidade 0 os animais são isolados do 
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ambiente pelas conchas, assim como a de que os bivalves permanecem com 
as valvas abertas na salinidade 45 são confirmados pelos resultados 
apresentados nas tabelas 2 a 6. Estas tabelas apresentam os resultados das 
dosagens de osmolalidade e iônicas (Cl, Na, Mg e K) entre a água do aquário e 
a água retida na cavidade da concha. Cabe ressaltar que o líquido contido 
inicialmente na cavidade do manto era a água do aquário estoque onde os 
animais foram aclimatados. Assim como faz o molusco Nucella lapillus, que 
durante períodos de dessecação, ou seja, de exposição a estresse ambiental, a 
espécie também retém água na cavidade do manto (Boyle et al., 1979). 
Resposta semelhante é encontrada em crustáceos cirripédios (Chan et al., 
2001). Do mesmo modo, animais osmorreguladores possuem órgãos 
especializados, como brânquias e porções do tubo digestório, que os auxiliam 
a ajustar a concentração osmótica de seus fluidos internos, os quais 
possibilitam que eles enfrentem as variações ambientais até certo limite. Deste 
modo, estes metazoários podem ser caracterizados como “osmorreguladores 
temporários”, “estenorreguladores” ou “pseudorreguladores”, pois com algumas 
limitações, do mesmo modo que ocorrem com osmorreguladores “verdadeiros”, 
estes animais conseguem manter estáveis as concentrações osmo-iônicas de 
seus fluidos diante de variações ambientais de salinidade. 
Os bivalves avaliados neste trabalho permaneceram longos períodos 
encerrados em suas conchas. A conformação do pigmento respiratório é um 
dos fatores que permite que tolerem esta condição. Em muitos bivalves a 
proteína que desempenha este papel é a hemoglobina, o mesmo pigmento dos 
vertebrados. Todavia, nos bivalves esta proteína tem maior afinidade pelo 
oxigênio do que, por exemplo, na espécie humana, e isto colabora com a 
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permanência das conchas fechadas por longos períodos (Van den Thillart et 
al., 1992; Schmidt-Nielsen, 2002). Como os pigmentos respiratórios 
encontrados nos mexilhões da espécie M. edulis, que toleraram períodos de 
até 72h de exposição ao ar, nos quais permanecem com as conchas fechadas, 
apresentando taxas moderadas de mortalidade (Brenner et al., 2012). A 
espécie Licina pectinata que habita locais com grande concentração de sulfetos 
é caracterizada pela grande quantidade de hemoglobina, além da associação 
com bactérias o que aumenta ainda mais sua capacidade de absorver oxigênio 
(Frenkiel et al.,1996). 
Os resultados de TH não apresentaram diferenças entre as espécies na 
maioria das condições em virtude de um erro metodológico, ocorrido na 
escolha de tecidos diferentes (Fig. 1.4). Embora não se aplique neste caso, 
normalmente as diferenças entre os THs das condições experimentais não são 
muito amplas. Esta afirmação é amparada por resultados de estudos realizados 
com anuros (Wu & Kan, 2009), peixes (Bath & Eddy, 1979; Jensen et al., 1998; 
Kang et al., 2012) crustáceos (Amado et al., 2006; Foster et al., 2010; Bhat et 
al., 2012), cnidários (Kasschau et al., 1984)  e de outros bivalves (Graney & 
Giesy, 1988; Ngo et al., 2011). Embora seja indevida a comparação entre as 
espécies, estes dados amparam os dados que indicam diferenças nas 
respostas entre tecidos distintos (Figs. 11 a 13)  
pH 
 
Dos parâmetros testados, o pH mostrou menor influência sobre as 
respostas fisiológicas dos bivalves avaliados. Este fato não indica que a 
variação deste fator ambiental é pouco importante para a fisiologia dos animais. 
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Na verdade, é justamente o contrário, grande parte das reações 
celulares/fisiológicas dos seres vivos, sendo muitas delas essenciais para a 
manutenção da vida, dependem de um pH ótimo para que aconteçam 
(Schmidt-Nielsen, 2002; Willmer et al., 2005). No ambiente marinho as 
alterações nos valores de pH são muito menores do que as testadas neste 
trabalho. Mesmo previsões mais pessimistas estimam que até o final do século 
a queda do pH oceânico seja entre 0,14 a 0,35 (IPCC, 2007). Os valores aqui 
avaliados propositalmente excedem amplamente as previsões de acidificação 
oceânica. A escolha se deu em função de dois motivos: o curto tempo de 
experimentação ao qual foram expostos os animais (6h); a resposta fisiológica 
dos animais à acidificação de sua hemolinfa. Bivalves expostos ao ar fecham 
suas conchas e baixam suas taxas metabólicas, entrando em metabolismo 
anaeróbio, o que acidifica seus organismos (De Vooys & De Zwaan, 1978; 
Schmidt-Nielsen, 2002; Willmer et al., 2005). Em condições de acidose estes 
moluscos utilizam o carbonato de cálcio previamente depositado na concha 
para tamponar a hemolinfa, buscando restabelecer o equilíbrio ácido-base 
(Dugal, 1939; De Zwaan et al., 1975; Dwyer III & Burnett, 1996). Mesmo 
mexilhões azuis M. edulis criados em cultivos submersos, que nunca tiveram 
contato prévio com o ar apresentaram reações semelhantes a de animais de 
bancos naturais expostos ao ar duas vezes por dia (Brenner et al., 2012). Os 
bivalves avaliados em nossos experimentos de alteração de pH na maioria das 
condições, também mantiveram estáveis as concentrações mensuradas dentro 
da mesma salinidade independente do pH avaliado. Provavelmente os 
resultados seriam menos constantes diante de experimentos com maior tempo 
de duração. O que foi obtido em experimentos com duração de 12 dias 
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realizados com o bivalve de água doce Anodonta cygnea, a variação de pH 
aplicada também foi maior (pHs 3 - 6,7 - 11), neste estudo ambas as alterações 
de pH provocaram aumento das taxas metabólicas e utilização do CaCO3 
contido na hemolinfa para neutralizar o pH (Machado et al., 1988). Entretanto a 
base mais robusta de discussão é encontrada no trabalho de Ewald e 
colaboradores (2009), que só encontraram alterações significativas no 
gastrópodo Elimina flava em experimentos com pH 4 e 72h de duração. Cabe 
salientar que o isolamento do ambiente de gastrópodos normalmente é menos 
eficiente que de bivalves.     
Temperatura 
 
O padrão de resposta das espécies às alterações de temperatura foi 
semelhante na maioria dos tratamentos. Na maioria das condições 
hiperosmóticas a concentração da hemolinfa aumentou. Porém na temperatura 
de 10°C C. gigas manteve estáveis as concentrações da hemolinfa. 
Certamente este resultado está relacionado à origem da espécie no Mar do 
Japão, região de clima subtropical a temperado (Cognie et al., 2006). A 
tolerância a baixas temperaturas facilitou a introdução da espécie em diversas 
regiões temperadas na Europa (Grizel & Héral, 1991; Diederich, 2005; 2006) e 
na América do Norte (Boom et al., 1994; Barton et al., 2012).  
A homeostasia na concentração osmótica da hemolinfa mantida na 
temperatura de 10°C, seguida da redução de gradientes com a água do 
entorno em maiores temperaturas pode indicar, que para C. gigas, a menor 
temperatura testada pode estar mais relacionada com a temperatura ótima 
para a realização das funções metabólicas da espécie (Gosling, 2003; Willmer 
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et al., 2005). Outros bivalves de águas frias como Laternula elliptica quando 
são expostos a temperaturas mais elevadas aumentam suas taxas respiratórias 
(Peck et al., 2002). Por outro lado, embora a espécie seja oriunda de águas 
frias, a atividade reprodutiva é concentrada nos meses mais quentes (Ruiz et 
al., 1992). Ocorrendo em laboratório menor maturação de seus oócitos na 
temperatura de 16°C do que a 22°C (Chávez-Villalba et al., 2002). Como a 
temperatura exerce papel preponderante na fisiologia animal, a resposta 
diferenciada encontrada na temperatura de 10°C em C. gigas pode ser 
relacionada à sua origem geográfica. Em P. perna não foram encontradas 
alterações no padrão de resposta em todas as temperaturas avaliadas. 
Independente da temperatura P. perna apresentou o mesmo padrão de 
resposta às variações impostas. Esta resposta é semelhante a apresentada por 
animais euritérmicos, ou seja, animais que conseguem tolerar uma ampla faixa 
de variação térmica e mantem seu metabolismo com poucas alterações (Van 
Dijk et al., 1999; Willmer et al., 2005). O gastrópodo Littorina saxatilis é um 
molusco extremamente euritérmico. A espécie tolera uma variação de 
temperatura de 0 a 32°C, porém o animal apresenta picos de consumo de 
oxigênio nas condições mais extremas (Sokolova & Pörtner, 2003). A tolerância 
das espécies a grande amplitude de variação térmica depende de uma série de 
mecanismos fisiológicos, como a presença de enzimas de estresse térmico 
(HSPs), proteínas estruturais flexíveis, manutenção da fluidez das membranas, 
etc., (Pörtner et al., 2007). Na verdade as duas espécies de bivalves resistiram 
à variação de temperatura imposta, contudo apenas P. perna manteve o 




Experimentos “in vitro” 
 
 Neste procedimento foram testados dois tipos de tecidos. O tecido 
muscular envolvido com o fechamento das conchas, com células próximas e 
robustas (Kier, 1988), o que explica a pouca suscetibilidade a alterações 
provocadas pela exposição às salinas controle e experimentais. Outro tipo de 
tecido avaliado neste experimento foi o do manto. Este sim, com uma 
consistência mais flexível, além do que, está diretamente relacionado com as 
trocas osmóticas no corpo dos bivalves (Deaton et al., 1989). O tecido do 
mantou mostrou variações de volume compatíveis com as exposições que 
foram impostas. Os fragmentos teciduais expostos às salinas hiposmóticas 
apresentaram-se com peso acima do controle, e estes mais pesados do que os 
cortes expostos à salina hiperosmótica. O que indica resposta de regulação de 
volume apresentada por moluscos (Pierce & Greenberg, 1973; Silva & Wright, 
1994; Deaton, 2001). Entretanto observou-se queda no peso da maioria das 
condições experimentais. A diminuição no peso dos fragmentos pode ser 
explicada pela liberação de muco dos tecidos expostos. Isto ocorreu mesmo na 
salina controle a qual não deveria representar um desafio para os tecidos. 
Porém a maior liberação de muco ocorreu na salina hiperosmótica. A liberação 
de muco em condições estressantes é um mecanismo conhecido em moluscos 
(Davies & Hawkins, 1998). Esta resposta a condições adversas também é 
encontrada em grupos distintos como cnidários (Amado et al., 2011) e peixes 
(Shephard, 1994; Souza-Bastos & Freire, 2009). A liberação deste material 





 Dentre os parâmetros avaliados, a variação do pH foi o que causou 
menores variações nas concentrações osmo-iônicas dos bivalves. O tempo de 
exposição relativamente curto provavelmente foi responsável por esta resposta. 
Outro aspecto que pode ter causado estes resultados, pode ser a variação do 
pH da água durante os experimentos (Figs. 14 e 15).  Futuros experimentos 
talvez devam utilizar tempos maiores ou usar um artefato que mantenha as 
conchas abertas, o que ira potencializar os efeitos do experimento. Além de 
usar um meio de manter o pH estável. 
 A salinidade 0 foi a condição que se mostrou mais prejudicial aos 
animais, que sequer abriram as valvas nesta condição. Fato que foi 
comprovado pelas dosagens osmo-iônicas da água retida na cavidade do 
manto (Tab. 2 a 5). Na salinidade 45, embora a concentração da hemolinfa 
tenha aumentado, com relação ao controle, os animais permaneceram com as 
conchas abertas. Esta concentração do meio mostrou-se estressante, 
identificada pela liberação mais abundante do que na condição controle. 
 A temperatura de 10°C (Fig. 1.3D) mostrou um dado interessante, a 
manutenção das concentrações da hemolinfa por C. gigas. A espécie oriunda 
de águas mais frias manteve a estabilidade fisiológica nesta condição. Esta 
resposta cria duas possibilidades: 1° a espécie não tolera baixas temperaturas, 
independente de sua origem de águas temperadas, e fechou as conchas como 
no ensaio com salinidade 0; ou 2° a ostra possui mecanismos que permitem 
que nesta temperatura ela mantenha estável a concentração de sua hemolinfa. 
Esta dúvida é reduzida pelos resultados apresentados pelos ensaios in vitro 
(Figs. 11, 12 e 13). Os resultados indicam que a capacidade de regulação de 
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hidratação de tecidual de C. gigas é menor do que a de P. perna. Isto ajudaria 
a explicar os resultados se a espécie com melhor manutenção da concentração 
da hemolinfa fosse P. perna. Novas pesquisas que busquem decifrar a 
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Animais que habitam costões rochosos são expostos a constantes 
variações ambientais. Dentre eles estão os moluscos gastrópodos, que por sua 
capacidade de deslocamento, ainda que lenta, podem alcançar diversos micro 
habitats, para fuga ou alimentação. O caramujo Stramonita brasiliensis é um 
eficiente predador que utiliza o deslocamento como mecanismo para alcançar 
as presas. A permanência em diversos micro habitats durante a maré alta 
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pressupõe uma ampla resistência fisiológica às variações abióticas destes 
diferentes ambientes. O objetivo deste capítulo foi o de relacionar as respostas 
fisiológicas e comportamentais de S. brasilensis às variações salinas com sua 
habilidade de permanência em diferentes micro habitats. Para isso, foram 
realizados experimentos in vivo e in vitro testando a resistência, a capacidade 
osmorregulatória e de manutenção de hidratação tecidual de S. brasilensis em 
desafios hipo e hipersalinos. As dosagens iônicas e de osmolalidade, bem 
como a determinação do teor hídrico e da hidratação tecidual, demonstraram 
que ambientes diluídos são fisiologicamente mais estressantes, do que os mais 
concentrados, podendo inclusive ser letais. Em condições experimentais 
extremas o fechamento do opérculo minimiza os danos causados pelas 
alterações salinas, porém em ambientes naturais o animal pode minimizar tais 
efeitos locomovendo-se ou aumentando a produção de muco. 
 
Keywords: Osmorregulação, regulação de volume, entremarés, salinidade, 










Animals that inhabit rocky shores are exposed to constant environmental 
changes. Among them are the gastropod molluscs, which due to its ability to 
move, albeit slowly, can reach different microhabitats to escape or feeding. The 
snail Stramonita brasiliensis (previously called Stramonita haemastoma) is an 
efficient predator that uses displacement as a mechanism to reach the prey. 
Transit through various micro habitats requires a broad physiological resistance 
to abiotic variations of these different environments in high tide. The aim of this 
chapter was to relate the physiological and behavioral responses of S. 
brasilensis to salinity fluctuations with their ability to stay in different 
microhabitats. For this, experiments were performed in vivo and in vitro, testing 
the resistance, the osmoregulatory ability, and the capacity of maintenance of 
tissue hydration of S. brasilensis face to in hypo- and hypersaline challenges. 
The osmotic and ionic concentrations measured, as well as the determination of 
tissue water content, and the tissue hydration changes demonstrated that dilute 
environments are physiologically more stressful than the concentrated ones, 
and may even be lethal. In extreme experimental conditions, the operculum 
closure minimizes the damage caused by salt changes, but the animal in 
natural environments can minimize such effects moving to another place or 









Regiões de entremarés apresentam amplas variações de fatores 
abióticos. Animais que ocupam este extrato do costão rochoso são 
constantemente expostos a desafios, como dessecação e alterações de 
salinidade, temperatura e pH (Connell, 1972; Fokina et al., 2007; Poloczanska 
et al., 2011). A tolerância a estas oscilações pode estar associada a 
mecanismos comportamentais, ecológicos ou fisiológicos (Drouin et al., 1984; 
Helmuth, 1998; Zardi et al., 2006; Michalec et al., 2010). Em respostas a 
alterações no meio, moluscos podem enterrar-se, deslocar-se para locais 
menos hostis ou, espécies portadoras de conchas, podem isolar-se no interior 
das mesmas (Drouin et al., 1984; Berger & Kharazova, 1997; HRS-Brenko, 
2006). As respostas ecológicas a variações ambientais são evidenciadas na 
distribuição das populações e nas agregações (Muñoz et al., 2008; Okuda et 
al., 2010). Além disso, estes animais podem utilizar mecanismos fisiológicos, 
como usar a regulação osmo-iônica, para controlar o volume celular e manter a 
homeostasia do fluido extracelular (Prusch, 1983; Chamberlin & Strange, 1989; 
Berger & Kharazova, 1997). Essa função fisiológica possibilita a manutenção 
da estabilidade das concentrações nos solutos do fluido extracelular. Quando 
há gasto de energia em órgãos especializados, os indivíduos são chamados de 
osmorreguladores e realizam a Regulação Anisosmótica Extracelular (AER) 
(Florkin, 1962; Freire et al., 2008). Os invertebrados marinhos, inclusive os 
moluscos, são predominantemente osmoconformadores, essencialmente 
isosmóticos com relação à água do mar e não gastam energia para manter 
estáveis as quantidades de solutos no meio extracelular (De Vooys, 1991; 
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Péqueux, 1995; Deaton, 2008). Entretanto, a composição de solutos da água 
do mar e dos fluidos corpóreos destes animais pode ser diferente, o que 
demanda certa capacidade de regulação iônica dos mesmos (Freire et al., 
2008).  
Frente a alterações extracelulares, os organismos, principalmente os 
osmoconformadores, necessitam regular o volume de suas células para que 
suas funções não sejam prejudicadas (Pierce, 1982; Diehl & Lawrence, 1984; 
Diehl, 1986; Gilles, 1987; Chamberlin & Strange, 1989; Mongin & Orlov, 2001; 
Wehner et al., 2003; Choe & Strange, 2008). Tal regulação, denominada 
Regulação Isosmótica Intracelular (RII), é realizada através de tomada ou 
eliminação de osmólitos orgânicos e/ou inorgânicos pela célula (Pierce, 1982; 
Gilles, 1987; Chamberlin & Strange, 1989; Pierce & Politis, 1990; Hoffmann & 
Dunham, 1995; Häussinger, 1996; Deaton, 2001 Wehner et al., 2003; 
Kirschner, 2004; Deaton, 2008). Diante de um choque hiposmótico ocorre a 
Redução Regulatória de Volume (RVD) quando são liberados solutos e água 
(Chamberlin & Strange, 1989; Häussinger, 1996; Lang, 2007). O oposto ocorre 
sob choque hiperosmótico, no qual são tomados solutos e água, através do 
Aumento Regulatório de Volume (RVI). Quanto maior for o grau de 
eurihalinidade do animal mais rápido será o retorno ao volume celular inicial, 
porém raramente a célula retorna à condição anterior ao estresse (Pierce, 
1982; Häussinger, 1996). Já foi observada em moluscos bivalves expostos a 
estresse salino a capacidade de regular o volume celular acumulando 
aminoácidos em função do tempo de exposição e do tipo de tecido (Pierce, 
1971; Pierce & Greenberg, 1973; Willmer, 1978; Silva & Wright, 1994; Deaton, 
2001). Além disso, já foi verificada a capacidade de regulação de volume 
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celular em moluscos, com realização tanto de RVD quanto de RVI (Pierce, 
1971; Pierce & Greenberg, 1973; Willmer, 1978; Silva & Wright, 1994; Deaton, 
2001).  
Os mecanismos fisiológicos envolvidos na resposta a alterações de 
salinidade ambiental estão dentre os fatores determinantes do grau de 
eurihalinidade de um animal (Diehl & Lawrence, 1985). Este grau de tolerância 
pode ser demonstrado pela taxa de sobrevivência proporcionada pela 
capacidade de regulação osmoiônica e controle do volume tecidual ou celular. 
Crustáceos, contrariamente à maioria dos invertebrados marinhos, apresentam 
alta capacidade osmorregulatória, o que explica a ampla distribuição do grupo 
em habitats de diversas salinidades (Péqueux, 1995; Freire et al., 2008). 
Moluscos também ocupam uma grande variedade de ambientes (Lydeard et 
al., 2002), sendo encontrados em águas marinhas, estuarinas e continentais 
(Deaton, 2008). Assim, espera-se encontrar nestes animais, uma taxa de 
sobrevivência relativamente alta, e manutenção de concentrações osmo-
iônicas e de hidratação tecidual estáveis, se comparados a invertebrados 
marinhos estenohalinos que também podem ocupar as regiões de entremarés 
dos costões rochosos, tais como ascídias e equinodermos (Goodbody, 1961; 
Binyon, 1966; Catarino et al., 2012).  
Dentre os moluscos, a classe Gastrópoda apresenta o maior número de 
espécies (vivas e fósseis) e ocupa ambientes variados, entretanto, isto não se 
reflete no volume da literatura fisiológica, principalmente com relação ao 
conhecimento do processo de regulação de volume celular. O caramujo 
Stramonita brasiliensis é uma espécie com elevada importância ecológica e 
econômica, que constantemente é exposto a variações de salinidade, 
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encontradas durante seus deslocamentos em busca de alimento por diferentes 
micro habitats do costão rochoso. O conhecimento de seus limites de 
resistência e de plasticidade fisiológica é uma importante ferramenta para o 
manejo e o cultivo da espécie. O objetivo deste trabalho foi o de relacionar as 
respostas fisiológicas e de resistência de S. brasiliensis diante de desafios 
salinos à sua habilidade de permanência nos diferentes extratos do costão 
rochoso. Visto que S. brasiliensis é um animal vágil e que em condições 
adversas pode deslocar-se, mas que também pode ser encontrado em poças 
de maré e exposto ao ar no supra litoral, acredita-se que gastrópodo tenha 













Materiais e métodos 
 
A espécie estudada 
 
A espécie S. brasiliensis (Fig. 2.1) é um gastrópodo comumente 
encontrado na região de entremarés. Possui concha sólida que reduz os 
impactos das variações ambientais e da predação. A espécie habita todos os 
extratos dos costões rochosos de regiões tropicais, na costa atlântica da 
América do Sul, embora seja mais raro na porção superior da região de 
entremarés durante a maré baixa (Claremont et al., 2011). Este caramujo é um 
predador extremamente bem sucedido em áreas naturais e em cultivos de 
bivalves (Garton & Stickle, 1980; Butler, 1985; Brown, 1997). Além disso, é 
fonte alimentar de seres humanos e pesquisas visam aperfeiçoar sua produção 














Figura 2.1. Exemplares de Stramonita brasiliensis com o opérculo aberto (A) e com o 
opérculo fechado (B). Tamanho aproximado 5 centímetros. 
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Coleta e aclimatação 
 
As coletas de S. brasiliensis foram realizadas manualmente durante a 
maré baixa, na Praia da Paciência (26° 46’ 59”S e 48° 36’ 07” W), Penha, 
Santa Catarina, Brasil. Os animais foram aclimatados em laboratório, em 
aquário estoque de 160 L, por cerca de 4 dias em salinidade 35, temperatura 
da água de 20°C ± 2, aeração e filtração constantes, fotoperíodo natural (12h 
dia/ 12h noite). Os animais foram alimentados com fragmentos de peixe a cada 
2 dias. 
Concentração e diluição da água do mar 
 
Nos experimentos hipossalinos a água do mar foi diluída em água 
bifiltrada (declorada). Para a realização dos testes hipersalinos, a água foi 
concentrada através da adição de sal marinho. A água doce consistiu em água 
bifiltrada (declorada) e o experimento controle foi realizado na salinidade 35. A 
salinidade das águas foi aferida com a utilização de Refratômetro Instrutherm® 
(RTS-101TC). 
Teste de resistência 
 
Cada animal foi retirado diretamente do aquário estoque e exposto 
individualmente à salinidade 0, 10, 20, 25, 35, 40, 45 ou 55 (n=6 para cada 
salinidade) por 24h, em recipiente de 700 ml. Os indivíduos foram avaliados de 
hora em hora durante as primeiras 6h, posteriormente em 12h e novamente ao 
final do experimento, quanto a posição do opérculo (aberto ou fechado). 
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Indivíduos com o opérculo fechado receberam um estímulo mecânico (com 
uma pinça) para testar seus reflexos e verificar se estavam vivos. Os animais 
foram considerados vivos quando, ao ter seus opérculos pressionados os 
mesmos reagiam recolhendo-os. Os gastrópodos foram considerados mortos 
quando não esboçavam resposta aos estímulos mecânicos e não se 
recuperavam ao serem recolocados em salinidade 35.   
Experimentos “in vivo” 
 
Os animais foram retirados do aquário estoque, colocados em grupos de 
3 indivíduos em aquários de 2 litros e expostos às salinidades 0, 35 (controle) e 
45 com 15 indivíduos para cada salinidade, com temperatura de 20°C ± 2 e 
aeração constante, durante 3h, tempo no qual os animais demonstraram 
respostas (morte) no teste de resistência. Os animais foram crioanestesiados 
por 20 minutos para coleta de hemolinfa para dosagem de íons e osmolalidade, 
realizada com uma seringa de insulina, através de uma perfuração feita no 
opérculo. As amostras foram armazenadas a -20°C. 
Outros espécimes, também retirados diretamente do aquário estoque, 
foram expostos às mesmas condições experimentais, mas em recipientes 
individuais de 700 ml por 3h e 6h (n=5 para cada salinidade e tempo). Ao final 
do experimento, os animais foram crioanestesiados por 20 minutos para a 
coleta de um fragmento do tecido muscular do pé de cada indivíduo, para a 
mensuração do teor hídrico (TH) tecidual. O tempo de 3h de exposição foi 
baseado nos resultados dos experimentos de resistência, nos quais houve 
mortalidade após este período na salinidade 0. O tempo de 6h foi avaliado para 
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simular o intervalo de um ciclo de maré. No experimento de TH comparou-se 
os resultados dos dois tempos. 
Dosagens 
 
A partir das amostras de hemolinfa foram dosados osmolalidade e íons 
sódio, cloreto, magnésio e potássio (n=10 amostras do total de 15 escolhidas 
aleatoriamente). As leituras de osmolalidade foram realizadas em Micro-
osmômetro de Pressão de Vapor Wescor® (VAPRO 5520), em amostras não 
diluídas, e as dosagens iônica de sódio e potássio em Fotômetro de Chama 
Digimed® (DM- 61), em amostras diluídas em água ultra-pura. Para dosar os 
íons cloreto e magnésio, foram utilizados kits comerciais Labtest®, com 
absorbâncias lidas em Espectrofotômetro Amersham Pharmacia Biotech® 
(Ultrospec 2100 PRO). 
Teor hídrico (TH) 
 
Para a mensuração do TH do pé múscular (n=5 para cada salinidade e 
tempo), cada fragmento muscular foi pesado em Balança Analítica Bioprecisa® 
(FA2104N, precisão 0,0001g). Primeiramente obteve-se o peso úmido (PU) 
com o tecido fresco, em seguida o fragmento foi desidratado em estufa a 60ºC 
durante 24h e então pesado novamente para a obtenção do peso seco (PS). O 
TH do tecido foi calculado através da seguinte fórmula: 





Experimentos “in vitro” 
 
Nos experimentos in vitro os animais foram retirados diretamente do 
aquário estoque e crioanestesiados por 20 min, para coleta de fragmento do pé 
muscular de cada espécime. Em seguida estes tecidos foram transferidos para 
uma solução salina controle, isosmótica ao fluido extracelular dos animais (Tab. 
2.1). Após o término da dissecção, foi removido suavemente o excesso de 
água de cada fragmento tecidual com papel filtro, o qual foi pesado e incubado 
em soluções hiposmótica (50% da concentração osmótica do controle), 
controle (1035 mOsm) ou hiperosmótica (50% acima do controle), num total de 
15 indivíduos por condição (Tab. 7). Cada amostra de tecido foi mantida em 
sua respectiva solução por 75 min, sendo seca com papel filtro e pesada em 
Balança Analítica a cada 15 min. A primeira mensuração de peso de cada 
amostra foi usada como referência (100%) para os demais valores obtidos. 
 
Tabela 2.1. Composição das salinas controle (isosmótica) e experimentais (hipo and 
hiperosmótica de ± 50% relacionada ao controle isosmótico) salinas usadas para o experimento 
in vitro tecidos (pé muscular). 
 
Obs.: Componentes adicionais de concentração constante em todas as salinas: Glicina (5mM), 
D-glucose (5mM), HEPES (5mM), e NaHCO3 (2mM), pH 8.2. Osmolalidade foi mensurada em 






Os resultados do teste de resistência foram analisados através da 
similaridade entre as salinidades de acordo com as respostas dos animais. Os 
dados de abundância de indivíduos abertos foram utilizados para gerar um 
dendograma a partir da matriz de similaridade de Bray-Curtis (Manly, 2008). A 
análise dos dados de dosagens osmótica e iônicas foi realizada por One Way 
ANOVA com teste Tukey a posteriori para dados com distribuição normal e por 
Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks com post hoc de Dunn’s para dados 
não normais. Os dados de teor hídrico tecidual e a análise dos dados do 
experimento in vitro foram avaliados por Two Way ANOVA, sendo o primeiro 
fator correspondente ao tratamento e o segundo ao tempo, com post hoc de 
















Nos experimentos de resistência, os caramujos apresentaram 100% de 
mortalidade em salinidade 0 a partir de 3h de exposição. Nas salinidades 0, 10 
e 15 os gastrópodos permaneceram com o opérculo fechado por todo o 
período experimental. Em salinidade 20, 50% dos indivíduos mantiveram o 
opérculo fechado nas primeiras duas horas, após esse tempo todos 
permaneceram abertos. Na primeira hora em salinidade 25 todos os caramujos 
estavam abertos, entre a segunda e a terceira hora 25% se fecharam e após 
4h todos abriram o opérculo. Nas salinidades 35, 40, 45 e 55 todos os 
indivíduos permaneceram com o opérculo aberto durante todo o tempo 
experimental (Fig. 1.6).   
A partir da abundância de indivíduos abertos em cada salinidade, foi 
feita uma análise de agrupamento, indicando que as salinidades 25, 35, 40 e 
45 compuseram um grupo, e 15, 20 e 55 formaram o outro grupo. A salinidade 
de 10 ficou mais distante destes dois grupos, e a água doce separada das 
demais devido à ausência de abertura das conchas (Fig. 2.2). 
Com relação às dosagens osmo-iônicas dos experimentos in vivo, na 
condição controle (salinidade 35) os valores de osmolalidade (p=0,05) e Cl- 
(p=0,003) (Osm=953mOsm.kgH2O
-1; Cl-=482mM) foram maiores aos 
encontrados em água doce (Osm=776mOsm.kgH2O
-1; Cl-=372mM) e inferiores 
aos obtidos em salinidade 45 (Osm=1261mOsm.kgH2O
-1; Cl-=719mM) (Fig. 
2.3A e E). Os demais íons em água hipersalina (Na+=259mM; Mg2+=64mM; 
K+=15,6mM) apresentaram valores superiores aos das outras condições (Fig. 





Figura 2.2. Dendograma de similaridade de Bray-Curtis baseado na porcentagem de 
indivíduos de Stramonita brasiliensis com os opérculos abertos nas salinidades (0, 10, 15, 20, 
25, 35, 40, 45, 55) e tempos (1 a 6h) amostrais do experimento de resistência. Similaridade de 
100% para grupos que mantiveram a concha aberta o tempo todo. 
 
se ao controle (Na+=192mM; Mg2+=50mM; K+=11,1mM) (p=0,021; p=0,585; 
p=0,066; respectivamente para Na+, Mg2+ e K+). Não houve diferença entre o 
TH tecidual do controle (TH 3h=77%; TH 6h=81%), da salinidade 0 (TH 3 e 





Figura 2.3. Concentrações osmótica (A), teor hídrico (B), e de íons sódio (C), cloreto (D), 
potássio (E) e magnésio (F) da hemolinfa de S. brasiliensis submetida aos desafios hipo 
(salinidade 0) e hiperosmótico (salinidade 45), e à salinidade controle (35) por 3h. Letras 
diferentes representam diferenças entre as resposta de S. brasiliensis  às diferentes 
salinidades. 
 
Nos experimentos in vitro, a hidratação tecidual manteve-se estável no 
controle (Tempo inicial T0=100%; Tempo final Tf=100%). No choque 
hiposmótico os valores de hidratação aumentaram com o tempo (T0=100%; 
Tf=138%) e no experimento hiperosmótico os valores caíram progressivamente 
até 30 minutos e mantiveram-se estáveis entre 30 e 75 minutos (T0=100%; 
T30min=88%; Tf=86%). Em todos os tempos, com exceção do inicial, o volume 
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tecidual da condição hiposmótica mostrou-se maior do que o do controle e o do 
desafio hipersalino menor (Fig. 2.4).  
 
 
Figura 2.4. Curso temporal da variação de hidratação tecidual (pé muscular) (n=15) de S. 
brasiliensis exposto a choque osmótico de, respectivamente, 50% de redução (linhas 
salpicadas) e aumento (linhas tracejada) com relação à salina isosmótica. A linha contínua 
corresponde aos framentos teciduais expostos à salina isosmótica (controle).A linha contínua 
espessa representa os tempos em que houve diferença entre as condições experimentais (hipo 
e hiperosmótica) e o controle. Letras diferentes representam diferenças ao longo do tempo, 







Figura 2.5. Curso temporal do experimento de resistência, indicando a porcentagem de 
gastrópodos com o opérculo aberto. Asteriscos indicam os tempos na salinidade 0 onde houve 






















Indivíduos de S. brasiliensis apresentaram mortalidade apenas na 
salinidade mais baixa (0), demonstrando que para essa espécie a água doce é 
letal e como nas salinidades mais baixas (10 e 15) os animais fecharam o 
opérculo, principalmente nas primeiras horas, fica evidente que o choque 
hiposmótico gera estresse e induz a alterações comportamentais (Fig. 2.5). 
Experimentos com Thais haemastoma (Stickle & Howey, 1975) demonstram 
que esta espécie é encontrada em estuários onde a salinidade pode chegar a 
menos que 5, diferentes de S. brasiliensis  que é encontrada em locais com 
salinidades próximas à água do mar (35), porém a tolerância de S. 
haemastoma a salinidades experimentais variando de 5 a 30, é semelhante ao 
resultado encontrado no presente trabalho para S. brasiliensis. 
Diferenças na tolerância/sobrevivência à água doce também são 
encontradas entre bivalves e gastrópodes. O mexilhão estuarino Mytella 
charruana, semelhante à S. brasiliensis, é diariamente exposto a variações 
ambientais de salinidade. Porém, quando submetido a experimentos de 6h com 
salinidade variando entre 0 e 45, não apresentaram mortalidade (Yuan et al., 
2010). A sobrevivência dos mexilhões e mortalidade dos caramujos pode ser 
explicada pelo fato de que bivalves de ambientes oligohalinos apresentam a 
osmolalidade dos fluidos mais diluídos que gastrópodos do mesmo ambiente 
(Deaton, 2008). Isso indica que esses bivalves estão mais adaptados a viver 
em ambientes diluídos do que gastrópodes. Outro fato que pode influenciar 
esta diferença entre as respostas destes animais é a questão do isolamento 
provido pelas conchas. O bivalve Anadara granosa em condições estressantes 
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pode se isolar eficientemente do ambiente fechando suas conchas (Davenport 
& Wong, 1986). De forma diferente gastrópodos como S. brasiliensis não 
conseguem isolar-se do ambiente de maneira hermética como pode ocorre 
com os bivalves (Berger & Kharazova, 1997). 
De maneira geral, observou-se que as concentrações de solutos da 
hemolinfa de S. brasiliensis acompanharam a variação salina do ambiente. 
Entretanto, em água doce, houve manutenção das concentrações de sódio, 
magnésio e potássio em níveis iguais aos do controle (salinidade 35). A 
espécie estudada é considerada eurihalina e osmoconformadora (Stickle & 
Howey, 1975), ou seja, altera as concentrações do seu meio interno de acordo 
com as alterações salinas do meio externo, mas isso só ocorre caso o opérculo 
permaneça aberto durante essa variação na salinidade, o que foi observado em 
salinidade 45. Porém a resposta comportamental de fechar as conchas, o 
opérculo ou enterrar-se, é comum entre moluscos, e os permite isolar-se de um 
ambiente estressante minimizando, ou até evitando totalmente, o estresse 
(Shumway et al., 1977; Drouin et al., 1984; Davenport & Wong, 1986). A 
manutenção das concentrações de alguns íons em água doce deveu-se 
provavelmente ao fechamento opercular, observado no teste de resistência e 
no experimento de salinidade. No entanto, variações na osmolalidade e na 
concentração de cloreto nesta mesma salinidade indicam que o fechamento 
opercular não representa um isolamento do animal com relação ao ambiente, e 
sim, uma minimização de fluxos difusivos. 
A estabilidade nas concentrações de sódio e potássio sob estresse 
hiposmótico pode estar relacionada a funções celulares relativas aos 
gradientes destes íons, como a manutenção do potencial de membrana e do 
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volume celular e a promoção do transporte ativo de outros solutos (Horisberger 
et al., 1991; Jorgensen et al., 2003). Mais especificamente, o sódio exerce 
importante função na regulação do pH dos neurônios de gastrópodes (Thomas, 
1977). A regulação deste íon em invertebrados osmoconformadores é algo 
incomum, pois em geral ele é encontrado em equilíbrio com o meio, assim 
como o cloreto (Robertson, 1949). 
A concentração de potássio em água doce (concentração igual à 
controle) pode ter relação com o efluxo deste íon das células para a hemolinfa 
durante a redução regulatória de volume, como já observado em células de 
moluscos (Silva & Wright, 1994). A estabilidade dos níveis de magnésio sob a 
mesma condição pode se dever à grande importância deste íon, um dos mais 
abundantes no meio intracelular, na síntese proteica (Grubbs et al., 1989; Saris 
et al., 2000) e no transporte de K+, H+, Na+, Ca2+ (Saris et al., 2000; Hartwig, 
2001; Kaplan, 2002).  
A manutenção do TH diante dos desafios salinos de 3h e 6h de duração 
indica alta capacidade de manutenção de hidratação tecidual e, possivelmente, 
de regulação de volume celular por S. brasiliensis. Em água doce houve 
também a contribuição do fechamento da concha para tal manutenção. Esta é 
uma estratégia comportamental bem conhecida em animais com conchas para 
evitar ou minimizar a exposição a um estresse ambiental (Shumway et al., 
1977; Drouin et al., 1984; Davenport & Wong, 1986). Embora tenha sido 
detectada a morte dos animais após a exposição de 6h, estes mantiveram o 




No experimento de volume tecidual, in vitro, a redução osmótica 
provocou aumento de peso do tecido e elevação da osmolalidade causou 
diminuição de hidratação. Neste experimento os desafios hipo e hiperosmóticos 
foram impostos aos tecidos (sem possibilidade de isolamento), por isso houve 
diferença de resposta de hidratação tecidual entre os experimentos de teor 
hídrico in vivo e in vitro. Os tecidos não se comportaram como um osmômetro 
perfeito, pois suas hidratações variaram menos do que a concentração das 
soluções às quais foram expostos. Isto demonstra alguma capacidade de 
regulação de volume celular, como já verificado em bivalves (Pierce, 1971; 
Pierce & Greenberg, 1973; Willmer, 1978; Silva & Wright, 1994; Deaton, 2001). 
Bivalves marinhos do gênero Modiolus, por exemplo, são capazes de regular 
volume celular sob estresse hipossalino (Pierce, 1971) e manter estável a 
hidratação tecidual diante de condições hipo e hiperosmóticas com relação à 
água do mar (Pierce & Greenberg, 1973). Geukensia demissa, habitante de 
estuário, apresenta sinal de RVI diante de exposição tecidual a solução 
hiperosmótica (250 – 1000 mOsm). Além disso, o acúmulo rápido de 
aminoácidos livres intracelulares sob esta condição demonstra sua capacidade 
de regular volume celular (Deaton, 2001). Ainda, o mexilhão marinho Mytilus 
edulis apresenta moderada capacidade de regulação de volume celular quando 
exposto a água do mar em concentração de 25% (Willmer, 1978) e Mytilus 
californianus, também marinho, apresenta capacidade de RVD na brânquia 
exposta a água do mar 60% concentrada (Silva & Wright, 1994). A verificação 
de RVD e RVI, já reportada anteriormente para moluscos bivalves (Silva & 
Wright, 1994; Deaton, 2001) não foi observada aqui devido à ausência deste 
tipo de resposta em S. brasiliensis, ou devido a limitações da metodologia 
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empregada, que fornece resultados atenuados e diferenciados com relação ao 
que supostamente se observaria em células isoladas (Freire et al., 2008). Além 
disso, as hidratações verificadas na condição hiperosmótica mantiveram-se 
mais estáveis com relação às observadas na hiposmótica, prevenindo danos 
causados por excesso de sal intracelular, como prejuízo às funções de 
proteínas intracelulares (Burg & Ferraris, 2008). Estes resultados corroboram 
dados anteriores, segundo os quais em Bunodosoma cavernata (anêmona), 
Eriocheir sinensis (caranguejo) e Rangia cuneata (bivalve) o processo de RVD 
é muito mais rápido do que o de RVI, sendo que esse último pode levar vários 
dias para se completar (Gilles, 1987). 
Por fim, é possível relacionar os resultados comportamentais 
encontrados no teste de resistência e as respostas fisiológicas aos 
experimentos de salinidade e nos de água tecidual indicando congruência entre 
os mesmos. Isso porque o fechamento opercular provocou manutenção de 
concentrações de solutos e de hidratação tecidual. Além disso, a maior 
estabilidade de hidratação tecidual sob o desafio hipersalino tem um significado 
de proteção, em uma condição em que não ocorre osmorregulação. Tal relação 
corrobora a afirmação de que quanto menor a capacidade osmorregulatória, 









Conclui-se que S. brasiliensis, quando exposto a situações extremas, 
pode fechar o opérculo e retardar o estresse e os fluxos de íons e água, como 
ocorreu em água doce. O ambiente de água doce é extremamente estressante 
para o animal, ocasionando a morte do mesmo após três horas de exposição 
abrupta, o que indica que este animal não se impermeabiliza totalmente pelo 
fechamento do opérculo. Ainda, observou-se que a espécie estudada 
apresenta capacidade de regulação de hidratação tecidual. Embora seja claro 
que as condições impostas nos experimentos in vivo e in vitro tenham sido 
diferentes, as respostas obtidas foram coerentes. A literatura que aborda a 
osmorregulação em moluscos apresenta grande parte de seu conteúdo 
direcionada à bivalves, porém os gastrópodos compõem  um grupo mais 
numeroso e que ocupa uma maior diversidade de habitats. Este trabalho 
avaliou as reações fisiológicas de Stramonita brasiliensis e constatou que se 
ajustam perfeitamente ao esperado para animais osmoconformadores, o que 
configura a espécie como um excelente modelo para o estudo de processos 
osmorregulatórios, não apenas de gastrópodos, mas de animais marinhos em 
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Capítulo 3. Avaliação de moluscos relacionados com cultivo em 




A determinação do momento específico em que um organismo expressa 
uma reação a um estímulo ambiental pode ser uma importante informação para 
avaliar suas respostas fisiológicas. Este conhecimento pode facilitar a 
elaboração de um desenho experimental baseado em fatos concretos evitando 
determinações empíricas. A utilização de sistemas que permitam a 
determinação destes momentos pode facilitar esta tarefa. O objetivo deste 
capítulo foi testar um sistema que possibilite observações de comportamentos 
específicos de animais diante de variações graduais de salinidade. Para isto 
foram avaliados 2 bivalves, o mexilhão Perna perna e a ostra Crassostrea 
gigas, além do gastrópodo Stramonita brasiliensis. Os animais foram expostos 
em um Sistema de Alteração de Fatores Abióticos (SAFA) que impunha 
choques graduais a partir da salinidade 35. Os choque hiposmóticos, de 
salinidade 0, e hiperosmóticos, de salinidade 70 foram impostos aos moluscos. 
Foram registrados o tempo e a salinidade em que os bivalves fecharam as 
conchas, e que os gastrópodos se desprenderam de uma superfície vertical. 
Foi observado que, em choques hiperosmóticos, o mexilhão fecha as conchas 
em salinidades mais altas do que a ostra. Com relação ao gastrópodo, o 
momento da queda variou de cerca de 1 a 9h após o início da exposição ao 
choque hiposmótico, e de 1 a 7h diante do choque hiperosmótico. Dentre os 
bivalves, P. perna mostrou-se mais tolerante a condições hiperosmóticas do 
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que C. gigas. O caramujo S. brasiliensis mostrou-se extremamente tolerante 
























The determination of the specific time at which an organism expresses a 
reaction to an environmental stimulus may be important information to assess 
their physiological responses. This knowledge can help you to develop an 
experimental design based on facts, and avoiding empirical determinations. The 
use of systems that allow the determination of these moments can facilitate this 
task. The purpose of this chapter was to test a system that allows the 
observations of animal specific behaviors under salinity variations. For this, 3 
molluscs were evaluated, 2 clams, the mussel Perna perna, and the oyster 
Crassostrea gigas, and the gastropod Stramonita brasiliensis. The animals 
were exposed to hypo (salinity 0), and hyperosmotic (salinity 70) shocks. We 
recorded the time and salinity in wich occurred the shells closure by the 
bivalves, and the came off of a vertical surface by the gastropod. It was 
observed that, in hyperosmotic shock, the mussel closed the shells in higher 
salinities than the oyster did. With respect to the gastropod, the timing of the fall 
ranged from about 1 to 9h after the start of exposure to hypoosmotic shock, and 
1 to 7h before the beginning of the hyperosmotic shock. Among the bivalves, P. 
perna was more tolerant to hyperosmotic conditions than C. gigas. The snail S. 










Ambientes naturais estão sujeitos a alterações dos parâmetros abióticos 
de diferentes magnitudes (Blanchet et al., 2008; Barnosky, 2001). Estas 
mudanças podem ocorrer lentamente através de processos geológicos como 
vulcanismo (Overpeck et al., 1997) ou as glaciações que ocorreram a 23, 41 e 
100 mil anos (Imbrie et al., 1993). Fenômenos temporários que podem durar 
meses, como El Niño e La Niña que ocorrem no Oceano Pacífico influenciam o 
meio em muitas áreas do planeta (Hansen et al., 2006; Wingfield, 2013).  
Algumas condições ambientais podem variar progressivamente. A acidificação 
dos oceanos e o aquecimento global são processos graduais que com o passar 
do tempo tendem a aumentar seu impacto sobre o meio (Hansen et al., 2006; 
Melzner et al., 2011). Chuvas intensas que ocorrem sazonalmente também 
causam variações de fatores abióticos, como as monções na Índia ou as cheias 
do pantanal no Brasil, (Medina Jr. & Rietzzler, 2005; Escalera-Vázquez & 
Zambrano, 2010; Rajalakshmi et al., 2010). Existem ainda ambientes 
extremamente variáveis que podem mudar suas características físicas do dia 
para a noite e até várias vezes no mesmo dia, como costões rochosos (Alberti 
et al., 2010), estuários (Heip, 1988; Nicolas et al., 2010) e riachos (Tockner et 
al., 1999; Rocha, 2010). Além das inúmeras influências naturais no ambiente, 
existem as interferências antrópicas como poluição e urbanização, que também 
alteram expressivamente o comportamento dos fatores abióticos (Sherman et 
al., 2007; Wingfield, 2013) 
A variação de fatores ambientais abióticos pode gerar graves 
perturbações ao meio e prejuízos aos organismos que o habitam. Os efeitos 
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podem variar da redução do bem estar até a extinção de espécies (Colbert et 
al., 1946; Hoffmann & Hercus, 2000; Barnosky, 2001). Para lidar com as 
alterações ambientais e manter sua homeostasia, todos os organismos devem 
apresentar algum tipo de mecanismo de resposta a estas variações (Freire et 
al., 2008; Wingfield, 2013). O estudo do modo como os seres vivos respondem 
a oscilações de fatores ambientais contempla vários aspectos da biologia, 
como: reprodução (Jaspers et al., 2011);  evolução (Barnosky, 2001; Benton, 
2009); ecologia (Escalera-Vázquez & Zambrano, 2010; Singh et al., 2012) e 
fisiologia (Sastry, 1963; Santos et al., 2013). As pesquisas sobre as respostas 
de organismos a alterações ambientais podem ser conduzidas em campo (Sih 
et al., 1985; Prodocimo & Freire, 2004). Neste tipo de manipulação, a maioria 
dos fatores extrínsecos ao organismo foco não estão sob controle do 
pesquisador (Schoener, 1983). Contudo, estes procedimentos devem adequar 
sua condução à heterogeneidade espacial do local (Dutilleul, 1993) para não 
incorrer em pseudoreplicação de seus resultados (Hurlbert, 1984; Oksanen, 
2001).  
Outra abordagem experimental consiste na utilização de sistemas em 
pequena escala, que permitem avaliar a integração de alterações de fatores 
abióticos com as respostas de indivíduos ou comunidades (Clements, 2004; 
Newman & Clements, 2007). Sistemas em pequena escala podem ser: 
microcosmos ou mesocosmos. Sistemas fechados desenhados para 
representar aspectos ambientais específicos são ditos microcosmos (Fraser, 
1999; Newman & Clements, 2007). Mesocosmos são sistemas com área 
externas delimitadas e parcialmente fechadas (Odum, 1984; Clements, 2004). 
Nestes sistemas o meio e os organismos podem ser observados por uma 
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equipe de pesquisadores, o que potencializa a verificação dos eventos 
simulados. Embora possibilite grande proximidade com os tratamentos 
aplicados, os sistemas reduzidos sofrem críticas a respeito da extrapolação dos 
resultados para ambientes naturais (Dudzik et al., 1979). O que exige dos 
pesquisadores que conduzem testes em escala reduzida a elaboração de um 
delineamento experimental adequado de sua realidade (Drenner & Mazumder, 
1999). Uma das formas de dar mais robustez às pesquisas desenvolvidas é 
complementar as informações de experimentos em pequena escala, com 
estudos em campo e avaliações realizadas em laboratório (Culp et al., 2000; 
Cash et al., 2003).  
Experimentos conduzidos em laboratórios representam grande parte da 
literatura dedicada a avaliação dos efeitos das variações de fatores ambientais 
que incidem em organismos aquáticos (Ganning, 1967; Freire et al., 2008, 
Jaspers et al., 2011; Santos et al., 2013). Várias metodologias são utilizadas 
para testar as respostas dos organismos. As variações de fatores ambientais 
como salinidade podem ser obtidas através de longos períodos de diluição 
(Shumway & Youngson, 1979; Prodocimo e Freire, 2006) ou de forma mais 
abrupta (Santos et al., 2013). Independente da forma com que os parâmetros 
são alterados a manipulação do animal ou do reservatório onde é conduzido o 
experimento pode estressar os animais a alterar sua resposta. A utilização de 
um sistema que minimize as variações externas às que são foco dos 




O objetivo deste trabalho é propor um sistema que possibilite a alteração 
lenta e gradual de fatores abióticos em um reservatório experimental onde 
encontra-se um organismo em teste, sem a necessidade de interferir 
diretamente neste reservatório. Utilizando-se de outro reservatório ligado a este 
por uma tubulação ligada a uma bomba submersa, a qual possibilitará a 
mistura dos líquidos dos dois reservatórios. Acredita-se que a utilização deste 
método (SAFA) possibilite a observação do momento em que ocorre o 
fechamento da concha em moluscos, diante de mudanças lentas e gradativas 



















Materiais e Métodos 
 
Para realização dos experimentos foram utilizadas duas configurações 
graduais do Sistema Alteração de Fatores Abióticos (SAFA), uma com um 
circuito fechado (Fig. 3.1A) e outra com o sistema aberto (Fig. 3.1B). Em 
sistema fechado, onde o volume de solução é constante, são necessários dois 
reservatórios com o mesmo volume de água, um para acomodar o organismo 
em experimentação, chamado de Reservatório Teste (RT) e outro chamado 
Reservatório Estoque (RE), onde fica a solução que será misturada. Para ligar 
um reservatório ao outro podem ser utilizadas mangueiras, por serem mais 
flexíveis e poderem ser transparentes. O RT deve ter dois orifícios, 
preferencialmente desalinhados, na altura onde chegará o volume de líquido 
desejado. A bomba submersa que irá movimentar o fluxo da solução deve ficar 
no RE. Dependendo do desenho experimental ao qual se destina o 
procedimento, a velocidade de mistura dentro do RT pode ser alterada, para 
isto dois artifícios podem ser utilizados: o RT pode ser montado sobre um 
agitador magnético e uma barra magnética pode ser inserida no interior do 
mesmo; ou uma bomba submersa de pequeno porte pode ser instalada no 
interior do RT. Obs.: o simples aumento da vazão da bomba no RE não garante 
a mistura das soluções no RT. 
 Para garantir a reprodutibilidade dos experimentos todos os parâmetros 
devem ser padronizados. Um dos mais relevantes é a quantificação do fluxo 
que chega ao RT. Para isto este valor deve ser cuidadosamente aferido e 
regulado. Sugere-se a instalação de uma válvula na tubulação para facilitar a 
regulagem do fluxo. Como dentro do RT cria-se um gradiente de salinidade 
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entre o líquido que chega e o que já estava no recipiente que varia com o 
tempo de funcionamento e com a altura da coluna de líquido, é aconselhável 
que se retirem amostras para controlar a velocidade de mistura e para isto 
deve ser padronizado o ponto onde serão retiradas as amostras. O sistema 
fechado é mais aconselhável para a realização de experimentos com menor 
amplitude de variação entre o líquido do RT e do RE. Em circunstâncias em 
que o objetivo seja verificar a resposta a maiores limites de alteração de fatores 
no RT, é mais adequado a adoção do sistema aberto. 
 
Figura 2.1. Esquema de funcionamento do sistema fechado (A) e sistema aberto (B). Setas 
vermelhas indicam o sentido de circulação da água impulsionada pela bomba submersa. 
Reservatório Estoque RE; Reservatório Teste RT; Reservatório de Descarte RD. 
   
 
No sistema aberto um terceiro recipiente é adicionado ao conjunto, 
chamado de Reservatório de Descarte (RD). Para este tipo de experimento o 
RE permanece com a bomba submersa, entretanto a tubulação de saída do 
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líquido passa a despejar no RD o líquido resultante da mistura no RT. Em 
função desta saída de solução do sistema, o RE deve ser constantemente 
abastecido para manter a velocidade de mistura no RT. A diferença na coluna 
de líquido no RE pode causar variação no fluxo para o RT, logo é importante 
que o RE mantenha um volume estável garantido por constante reposição. O 
RD também deve ser observado para evitar o extravasamento de seu 
conteúdo. 
Nos experimentos foram avaliados gastrópodos da espécie Stramonita 
brasiliensis (Fig. 2.1) e os bivalves Perna perna  e Crassostrea gigas (Fig. 1.1.). 
Os experimentos com sistema aberto iniciaram com o RT com salinidade 35‰ 
e o RE com salinidade 0 ou 70‰. A velocidade de bombeamento foi de 200 
ml/min. Nos experimentos com S. brasiliensis os animais apresentaram grande 
tolerância às variações de salinidade, permanecendo por horas em salinidade 
0, a partir do tempo de 50min, a água foi trocada manualmente até alcançar o 
mesmo valor do RE, o tempo para este procedimento foi padronizado em 10 
min, o que resultou em um período de 1h para alcançar a concentração final 
estabelecida. Este procedimento foi adotado porque a partir deste ponto (60 
min) a alteração na salinidade no RT ocorre de maneira muito lenta, e, 
principalmente porque não foi observada mudança no padrão de 
comportamento dos gastrópodos avaliados. Este procedimento não foi adotado 
com os bivalves, que são mais sensíveis à movimentação no ambiente. Além 
disso, estes animais fechavam definitivamente as valvas antes desse ponto. 
Para melhorar a visualização do animal em experimento e para evitar o contato 
do mesmo com a barra magnética no fundo do RT, foi colocado um anteparo 
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que evitava que os organismos entrassem em contato com o fundo do 
recipiente.  
Para a realização dos experimentos foram avaliados 6 animais por 
condição experimental. Os bivalves tinham maior comprimento da concha de 
13 ± 2 cm, os gastrópodos tinham o maior comprimento da concha de 4 ±1cm. 
O RT no qual os animais foram acondicionados tinha capacidade de 5L de 
solução, a qual variou a salinidade conforme passava o tempo de experimento. 
A água permaneceu em temperatura ambiente 18 ± 2°C. Durante a primeira 
hora de experimento os moluscos foram assistidos ininterruptamente, na 
segunda hora a cada cinco minutos e posteriormente a cada dez minutos. 
Análise estatística 
 
A análise dos dados de dosagens osmótica e iônicas foi realizada por 
Two Way ANOVA com post hoc de Tukey para dados com distribuição normal 
e por Two Way ANOVA on Ranks com post hoc de Dunn’s para dados não 
normais. Os dados de teor hídrico tecidual e a análise dos dados do 
experimento in vitro foram avaliados por Two Way ANOVA, sendo o primeiro 
fator correspondente ao tratamento e o segundo ao tempo, com post hoc de 










 O sistema aberto sem interferência (Fig. 3.2) apresentou na condição 
hiperosmótica o aumento progressivo na salinidade do RT do tempo 0 até 50 
min. e manteve a concentração estável até o tempo final (60 min). Na variação 
hiposmótica, a salinidade diminuiu sucessivamente até o tempo de 45 min que 
não foi diferente de 50min e este igual a 55 min que teve salinidade igual a 
60min. Em exposição a este sistema (Fig. 3.3) indivíduos de P. perna em 
choque hiperosmótico fecharam as conchas em tempos que variaram de 28 a 
48 min e salinidades de 57 a 65. A ostra C. gigas em choque hiperosmótico 
fechou a concha entre os tempos de 18 e 29 min e salinidade de 52 a 60. Em 
exposições hiposmóticas indivíduos de P. perna fecharam a concha em tempos 
de 15 a 32 min e salinidades de 20 a 11. As ostras C. gigas na mesma 
condição fecharam as conchas nos tempos de 24 a 35 min e salinidade de 15 a 
10. 




Figura 3.2. Curso temporal das alterações de salinidade observadas no reservatório teste, em 






Figura 3.3. Curso temporal representando individualmente (n=6) o momento de fechamento 
das valvas diante das alterações de salinidade. Marcadores sem preenchimento indicam 
redução de salinidade; marcadores preenchidos indicam aumento de salinidade. Asterisco 
indica condição em que as respostas das espécies foram estatisticamente diferentes. Elipses 
sem preenchimento destacam os grupamentos de P. perna; elipses cinza destacam os 
grupamentos de C. gigas.  
 
 Na padronização do sistema fechado com interferência (Fig. 3.4A) na 
condição hiperosmótica a concentração salina aumenta rapidamente até 
15min, na sequência a alteração é mais lenta até o tempo de 50min, a partir 
deste ponto com a substituição manual da água a salinidade desejada (~52) é 
alcançada. Na condição hiposmótica a salinidade baixa mais rapidamente até 
25min, então cai mais lentamente até 50min e com a manipulação volta a cair 
rapidamente para a salinidade de ~17. No sistema aberto com interferência 
(Fig. 3.4B) de variação hipersalina a salinidade aumentou rapidamente até os 
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40min, subindo mais lentamente até 50min e com manipulação alcançou a 
salinidade 70 em 60min.  A variação no sistema aberto com interferência no 
teste hiposmótico a salinidade caiu mais rapidamente até 25min, depois disso 
caiu lentamente até os 50min e após a manipulação chegou a salinidade 0 em 
60min. 
 A avaliação das respostas de S. brasiliensis ocorreu em sistema aberto 
com interferência (Tab. 9). O tempo foi contado até o momento da queda dos 
indivíduos da superfície vertical. Em choque hiposmótico o tempo de queda 
variou de 1:14h a >9h (n=6). Em choque hipersalino a variação no tempo de 












Figura 3.4. Curso temporal da variação de salinidade com alteração manual do conteúdo no 
reservatório teste a partir de 50 min. Traço seccionado cinza indica o momento que iniciou a 




Tabela 3.1. Tempos em que os indivíduos de S. brasiliensis soltaram-se das superfícies 
verticais após variação que iniciou na salinidade 35. 
 
Obs.: Asterisco (*) indica um indivíduo que se soltou da superfície vertical antes da água do 




Durante o período de exposição os animais apresentaram respostas 
comportamentais anteriores às aqui consideradas “respostas finais”, que no 
caso de S. brasiliensis seriam queda e para os bivalves P. perna e C. gigas foi 
o fechamento definitivo das valvas. Foi considerado fechamento definitivo o 
momento em que os animais uniam as conchas sem deixar espaço entre elas e 
após 15min não foi observada a reabertura das valvas. Para estes 
comportamentos intermediários não foram realizadas observações 
sistematizadas. Os mesmos são descritos com base na tendência 
comportamental observada durante o período em que se aguardou as 
respostas finais. 
Com o aumento da variação nas salinidades tanto no choque 
hiposmótico quanto no choque hiperosmótico, cada espécie expressou reações 
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distintas. Nos gastrópodos que se deslocam pelo interior do RT a primeira 
reação foi parar o deslocamento. Na sequência os caramujos recolheram 
gradual e lentamente seus órgãos sensoriais (olhos) e posteriormente os 
sifões. O recolhimento dos olhos e do sifão ocorre antes da salinidade alcançar 
o seu ápice. Simultaneamente os animais se contraiam diminuindo o espaço 
entre a concha e a parede do RT. Foi possível perceber que com o passar do 
tempo a camada de muco que envolve o corpo destes caracóis se tornou mais 
espessa. Variando de tempo e entre os indivíduos, porém de modo semelhante 
foi observado que os gastrópodos soltavam aos poucos a “sola” do pé 
muscular da superfície a qual estavam aderidos, até que a parte aderida não 
era suficiente para suportar o peso do animal. 
O mexilhão P. perna em condição controle/normal permanece por longos 
períodos com as valvas abertas liberando os resíduos de sua alimentação. 
Quando transcorre a variação de salinidade, a primeira reação observada é a 
substituição da liberação de resíduos que a princípio tinha uma conformação 
mais delgada, por um material com estrutura mais grossa. Posteriormente é 
interrompida a liberação deste material. Na sequência o mexilhão continua com 
as conchas abertas, contudo eventualmente eles as fecham vigorosamente e 
com o passar do tempo e consequente aumento na variação de salinidade, a 
amplitude da abertura e o vigor do fechamento diminuem até que as mesmas 
fecham-se definitivamente. 
A ostra C. gigas em condição controle/normal mantem as valvas abertas 
e eventualmente fecha-as abruptamente o que libera no meio os resíduos de 
sua alimentação. Durante os experimentos foi observado que inicialmente os 
animais passam a fechar e abrir as conchas com maior frequência, entretanto a 
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velocidade e a constância destes movimentos vão diminuindo 
progressivamente a medida que a condição piora. Também é observada a 
interrupção na liberação de resíduos no ambiente. A espécie também diminui 
gradualmente a distância entre as valvas até que as mesmas são fechadas 
definitivamente. 
Após as respostas finais no RT os animais foram recolocados no aquário 
estoque para a verificação de sua recuperação. Os animais foram observados 
por dois dias. Para distinção dos mesmos foram feitas marcações individuais. 
Entre as três espécies houve morte de um indivíduo de P. perna um dia após o 















O SAFA mostrou-se eficiente, visto que as alterações de salinidade 
puderam ser realizadas de modo gradual conforme o esperado. Estes 
resultados foram obtidos com o uso de uma metodologia simples e de baixo 
custo. De fato existem alternativas mais precisas para a simulação de 
variações ambientais, todavia, estas normalmente carecem de complexas 
ferramentas matemáticas para se calcular de modo preciso o regime de 
variação de fatores abióticos em um estuário específico, pois existem enormes 
variações entre os estuários e dentro do mesmo estuário (Gross et al., 1999; 
Chua 2013). Mas como tais ambientes são extremamente variáveis, o que 
dificulta a tarefa de simplesmente defini-los (Elliott & McLusky, 2002), a 
utilização de uma metodologia generalista pode responder a diversas 
perguntas relevantes. Uma metodologia semelhante simulou a variação de 
salinidade para avaliar a resposta comportamental de larvas de crustáceos 
(Forward, 1989), porém este trabalho não relacionou as respostas à fisiologia 
dos animais. O padrão gradual de mudança dos fatores abióticos pode ser 
comparado com as variações naturais que ocorrem em regiões estuarinas e 
poças de maré (Willmer et al., 2005; Amado et al., 2011). Desta forma, foi 
possível observar as respostas comportamentais dos animais durante o 
transcorrer das alterações de salinidade, simulando o que ocorre em seu 
ambiente natural. Tanto os bivalves quanto o gastrópodo são encontrados em 
ambientes variáveis. O mexilhão P. perna pode ser encontrado em costões 
rochosos instáveis e com influência de fortes ondas, porém o animal é tão bem 
adaptado, que cresce mais rápido e tem maior longevidade nestes ambientes 
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extremamente variáveis (McQuaid & Lindsay, 2000). As ostras C. gigas 
também podem ser encontradas em regiões variáveis como estuários, e maior 
parte de sua dieta pode ser constituída de itens oriundos de rios, o que indica 
que nos momentos de maior diluição do meio o animal esta filtrando as 
partículas alimentares (Riera & Richard, 1996). Também habitante de 
ambientes variáveis, S. brasiliensis, para manter-se nos costões rochosos de 
sua distribuição natural, deve apresentar características que possibilitem o seu 
desenvolvimento (Claremont et al., 2011). Em cultivos de mexilhões o caramujo 
S. brasiliensis é o predador mais comum e também está sujeito às alterações 
ambientais que os bivalves cultivados (Macedo et al., 2012). Além disso, 
animais podem exibir resposta comportamental, buscando se isolar do meio ou 
deslocando-se para outro lugar (Michalec et al., 2010). São exemplos destes 
comportamentos o fechamento de concha, opérculo, ou escudo e tergos, 
(Berger & Kharazova, 1997)   
As respostas fisiológicas e comportamentais dos animais podem refletir 
suas “preferências” e limites de tolerância. A queda da superfície vertical de S. 
brasiliensis após longos períodos de exposição a salinidades extremas (>9h 
em 0 e > 7h em 70) indica que estas condições superaram a capacidade do 
animal de resistir a ambientes tão hostis. Visto que em condições normais, 
mesmo que estas exijam uma fixação mais forte, os caramujos permanecem 
firmemente aderidos aos substratos. Provavelmente o muco manteve suas 
propriedades adesivas, entretanto o fluxo de água e íons pelas células e 
tecidos dos animais deva ter levado seu organismo a um colapso, sendo os 
momentos antes da queda o limite de sua tolerância. Os gastrópodos 
rastejantes deslizam pelos diversos substratos sobre uma fina camada de 
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muco (Denny, 1980). Esta camada adesiva em condições normais é suficiente 
para manter os animais fixos mesmo sob a ação de fortes ondas nos mais 
diversos tipos de substratos. Alguns gastrópodos podem ocupar substratos de 
diferentes composições químicas e características topográficas, e essa relação 
pode influenciar a colonização de certo ambiente (Kershner & Lodge, 1990). As 
reações anteriores à queda em S. brasiliensis também podem trazer 
informações relevantes relacionadas com a fisiologia da espécie. A primeira 
reação percebida foi a parada no deslocamento no interior do RT. 
Provavelmente este seria o momento que os animais começam a “perceber” as 
alterações ambientais. Na sequência os caracóis começam a recolher os 
órgãos sensoriais (olhos), o sifão é recolhido mais lentamente e o pé vai 
diminuindo progressivamente sua área de contato com a superfície do RT até a 
queda. Esta sequência de eventos ocorre concomitantemente com a variação 
da salinidade tanto na concentração quanto na diluição do meio, indicando que 
as respostas apresentadas são progressivas e diretamente relacionadas com o 
agravamento da condição do meio.  
As respostas a alterações ambientais são expressas de maneiras 
diferentes entre os moluscos. O principal aspecto relacionado à resistência, no 
caso de gastrópodos e bivalves, é o isolamento provido pelas conchas. Tão 
eficiente é o isolamento possibilitado pelas conchas dos bivalves, que para 
mensurar a concentração da hemolinfa diante de variações no meio, anteparos 
são colocados entre as valvas para evitar o fechamento das mesmas e permitir 
que a concentração da hemolinfa acompanhe as mudanças ambientais 
(Shumway, 1977; Ruiz & Souza, 2008). Nos testes aqui realizados o intuito era 
justamente averiguar em que salinidade os animais iriam fechar as conchas 
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naturalmente. Assim como aconteceu com S. brasiliensis, antes do fechamento 
definitivo os animais apresentaram uma sequencia de comportamentos 
intermediários. A maior parte da literatura que aborda o comportamento dos 
bivalves busca respostas acerca da variação nas atividades de alimentação e 
escavação (Yeager et al., 1994; Galimany et al., 2013). Porém, a variação da 
resposta comportamental a alterações do meio já foi medida em Corbicula 
fluminea, para monitoramento ambiental, através da observação de suas 
reações diante de contaminações ambientais. Para isto foram utilizados 
sensores, fixos nas conchas do animal, que registraram o tempo de abertura e 
a distância entre as valvas (Allen et al., 1996). Diferentemente, neste trabalho 
buscou-se determinar as respostas diante de variação de salinidade através da 
observação direta do momento em que os animais fechavam-se. A 
movimentação das valvas também foi avaliada em bivalves de água doce 
(família Unionidae) expostos ao ar, detalhando como estes mexilhões tinham 
que abrir suas conchas para permitir rápidas trocas gasosas com o ar 
atmosférico (Byrne & McMahon, 1994). Este tipo de avaliação não foi foco 
deste estudo, pois estes animais foram adquiridos em cultivos comerciais onde 
ficam permanentemente submersos. Posteriormente um estudo semelhante 
possa ser realizado comparando a resposta de animais cultivados a de 
moluscos de ambientes naturais.   
A diferença entre P. perna e C. gigas no tempo de fechamento das 
valvas (Fig. 3.3) foi constatada no tratamento hiperosmótico. Este resultado 
pode ser relacionado com a distribuição original das espécies. O mexilhão P. 
perna tem sua distribuição mais relacionada à áreas costeiras mais expostas 
ao mar aberto, e eventualmente pode ficar fora da água e ser exposto a 
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concentrações na salinidade. Já as ostras da família Crassostrea, incluindo C. 
gigas, apresentam distribuição mais relacionada ao ambiente estuarino, o qual 
dificilmente é exposto a aumentos de salinidade além da concentração marinha 
normal em torno de 35, principalmente se os animais estiverem fixados em 


















A utilização do sistema avaliado mostrou a variação temporal nas 
respostas finais, de queda para os gastrópodos e de fechamento das conchas 
paras os bivalves, quais seriam os tempos e as salinidades esperadas para 
estes eventos. Além disso, existe a possibilidade de observação da sequência 
de respostas comportamentais intermediárias, as quais podem ser 
interpretadas e aliadas a respostas fisiológicas na busca de explicações para 
as respostas dos animais a diferentes estresses ambientais, tanto naturais 
quanto antrópicos. 
As reações intermediárias das espécies carecem de uma observação 
mais sistemática, a qual não foi foco deste trabalho, que poderá elucidar seu 
significado e contribuir com a compreensão das respostas comportamentais 
das espécies avaliadas.  
A espécie S. brasiliensis mostrou-se extremamente tolerante a 
condições extremas de salinidade por longos períodos de exposição, 
superando as expectativas para as condições avaliadas. Estes resultados 
condizem com o status de eficiente predador em costões rochosos e em áreas 
de cultivo. Embora os resultados do capítulo 2 tenham morrido animais na 
salinidade 0, isto provavelmente ocorreu em função do choque abrupto, 
diferente da variação gradual que o SAFA propicia. 
Diferenças constatadas entre os bivalves avaliados em choques 
hiperosmóticos podem ser relacionadas com a distribuição natural das 
espécies. Os mexilhões de costões rochosos podem ser expostos ao ar ou ficar 
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em possas de maré, as quais podem ser atingidas pela radiação solar e por 
evaporação alcançar altas salinidades. Para as ostras por sua vez, é 
improvável que venham a se enfrentar naturalmente condições hipersalinas, o 
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 De forma geral os resultados do capítulo um e três se complementam, 
apresentando resultados que evidenciam as conclusões acerca das respostas 
fisiológicas dos bivalves diante dos desafios impostos. Mostrando que P. perna 
tolera maiores variações de salinidades e que C. gigas lida melhor com baixas 
temperaturas. Os tratamentos com salinidade 0 em geral não mostraram 
muitas diferenças no padrão de resposta das espécies. No capítulo dois é 
salientada a grande tolerância de S. brasiliensis a variações de salinidade. 
No primeiro capítulo os resultados de osmolalidade e de cloreto, o íon 
com maior concentração na hemolinfa, indicam que na menor temperatura 
(10°C) C. gigas manteve maior estabilidade na concentração da hemolinfa do 
que P. perna, o que evidencia a melhor manutenção da homeostasia pela ostra 
nesta temperatura. Nas demais dosagens as duas espécies mantiveram o 
mesmo padrão de resposta, com semelhança entre as concentrações em 
salinidade 0 e 35 e com aumento da concentração na salinidade 45. As 
dosagens de potássio no tratamento com salinidade 0 em 20°C, que mesmo 
sendo a temperatura controle, também apoiam a conclusão em que P. perna 
tem maior adaptação a maiores salinidade, pois houve aumento da 
concentração do íon na hemolinfa comparado com as demais condições, 
resultado que aponta que houve lise celular, um indicativo da dificuldade de 
manutenção da homeostasia nesta condição. 
Os resultados de TH apresentaram diferenças de padrão de resposta em 
função de um erro metodológico, pois foram realizadas avaliações com tecidos 
diferentes, gônadas que apresentam grande quantidade de lipídios em P. perna 
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e músculo adutor que tem maior volume de água em C. gigas. Entretanto estes 
dados corroboram com as informações do experimento de avaliação in vitro 
com choque de 30% em tecidos diferentes. Em ambos os experimentos foi 
evidente a diferença na resposta entre os tecidos expostos à mesma condição 
experimental. Nos experimentos in vitro com o tecido do manto ficou claro que 
P. perna manteve o volume dos tecidos mais próximos do controle do que C. 
gigas, resultados que foram mostrados na variação de 30% e reforçados na 
variação de 50% nas salinas experimentais hiper e hiposmóticas. Esta 
condição explica a maior amplitude de variação na concentração da hemolinfa 
observada na salinidade 45 observada no mexilhão, pois mesmo que sua 
hemolinfa concentre-se mais, os tecidos do animal conseguem lidar melhor 
com a condição hiperosmótica do que a ostra. Finalmente os resultados do 
capítulo três que comparam os tempos em que os animais fecham as conchas 
em choques hiperosmóticos corroboram com a informação de maior tolerância 
do mexilhão por soluções mais salinas. Visto que nesta condição P. perna 
fecha a concha em maiores salinidades do que C. gigas, indicando maior 
tolerância do mexilhão a condições de maior concentração do meio.  
O capítulo dois destaca a grande amplitude de tolerância de S. 
brasiliensis as variações de salinidade impostas. As primeiras quedas de 
superfícies verticais só foram verificadas a partir de níveis de concentração 
próximos dos limites estabelecidos para os experimentos (salinidades 0 e 70) 
até tempos de exposição muito longos (>7h em salinidade 0 e > 9h em 70). O 
momento da queda pode ser o ápice de tolerância, mas em face da grande 
amplitude entre os tempos, são necessários mais testes para estabelecer um 
vínculo entre este comportamento e as respostas fisiológicas da espécie. 
